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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Immuntherapien stellen einen aktuellen und wichtigen Ansatz fir die Behandlung von Krebs-
erkrankungen dar. Sie basieren prinzipiell auf der Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen
durch das Immunsystem. Insbesondere NK-Zellen sind flr die initiale Abwehr entarteter Zellen mit
entscheidend, wobei der aktivierende Rezeptor NKG2D durch seine Bindung an stressinduzierte
NKG2D-Liganden (NKG2D-L) auf der Oberflache maligner Zellen eine zentrale Rolle spielt. Aufgrund
der verstarkten, meist exklusiven Expression auf Tumorzellen stellen NKG2D-L eine vielversprechen-
de universelle Zielstruktur fir die adoptive Immuntherapie mit Effektor-Lymphozyten dar, die endo-
gen NKG2D exprimieren oder mit einem NKG2D-basierten chiméaren Antigenrezeptor (CAR) aus-
gestattet sind. Jedoch kann der damit verbundene Selektionsdruck das Auswachsen von Tumor-
zellvarianten beglnstigen, die sich der NKG2D-vermittelten Immunabwehr durch eine reduzierte
Liganden-Expression oder die Freisetzung von proteolytisch prozessierten, |6slichen Liganden ent-
ziehen. Um die Erfolgsaussichten einer NKG2D-basierten Therapie zu verbessern, wurden daher
bispezifische Killerzell-Engager (BIKE) entwickelt, die eine Spezifitat fir NKG2D und ein Tumor-
assoziiertes Oberflachenantigen aufweisen und somit die Interaktion von NKG2D-exprimierenden
Lymphozyten und Antigen-positiven Tumorzellen unabhdngig von der NKG2D-Ligandenexpression

ermoglichen.

In vorausgegangenen Arbeiten der Gruppe wurde ein erster solcher bispezifischer Antikdrper (NKAB-
ErbB2) generiert, welcher NKG2D Uber das single-chain fragment variable (scFv) Antikdrperfragment
Kyk2.0 und das Tumor-assoziierte Antigen ErbB2 (HER2) Uber die scFv-Domane FRP5 erkennt. Die
beiden Bindungsstellen des Molekils sind dabei Uber die Fc-Region von humanem IgG4 verknUpft.
Dies ermoglicht ahnlich der Struktur natlrlicher 1gG-Molekile die Ausbildung von Uber Disulfid-
bricken verbundenen Homodimeren. Um den experimentellen Ansatz um Effektor-Lymphozyten
mit verstarkter NKG2D-Reaktivitat zu erweitern, wurden etablierte humane NK-92 NK-Zellen mit
einem CAR versehen, der fir die Zielzellerkennung die extrazellulare Domane des humanen NKG2D
tragt. Die modifizierten Zellen (NKAR-NK-92) zeigten im Vergleich zu parentalen NK-92 Zellen eine
gesteigerte NKAR/NKG2D-Expression und in Kombination mit NKAB-ErbB2 ein erhohtes zyto-
toxisches Potenzial gegenlber ErbB2-exprimierenden Glioblastom-Zellen in in vitro und in vivo
Studien. Zudem wurden NKG2D-L positive Tumorzellen auch in Abwesenheit von NKAB-Molekiilen

effektiv von NKAR-NK-92 Zellen lysiert.
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Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Erweiterung des Kombinationsansatzes durch die Entwicklung
von NKAB-Molekiilen mit Spezifitat fir weitere Tumor-assoziierte Antigene. Zudem wurden NKAR-
NK-92 Zellen durch ektopische Expression des IL-15 Superagonisten RD-IL15 weiter optimiert.
Hierfir wurde ein bicistronischer Vektor generiert, der neben dem bereits zuvor untersuchten
NKG2D-CAR die Sequenz von RD-IL15 enthalt. Dieses Molekll setzt sich aus einer Affinitats-
optimierten [L-15-Mutante (IL-15n720) und der Sushi-Domane der Rezeptoruntereinheit IL-15Ra
zusammen. Nach der Transduktion von NK-92 Zellen mit lentiviralen Vektorpartikeln wurden NKAR-
RD-IL15-NK-92 Zellen mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung gewonnen und nachfolgend
im Vergleich zu bisherigen NKAR-NK-92 Zellen in in vitro Analysen funktionell charakterisiert. Beide
NKAR-exprimierende NK-92 Zellderivate zeigten dabei in durchflusszytometrischen Untersuchungen
im Vergleich zu parentalen NK-92 Zellen ein erhthtes NKAR/NKG2D-Signal. In in vitro Zytotoxizi-
tatsassays wiesen beide NKAR-NK-92 Derivate eine vergleichbare natirliche Zytotoxizitdt gegentber
K562 Leukamiezellen und NKAR-vermittelte Zytotoxizitdt gegen NKG2D-L positive MDA-MB468
Mammakarzinomzellen auf. Ebenso war die von NKAB-ErbB2 vermittelte Zytotoxizitat gegeniiber
ErbB2-exprimierenden MDA-MB453 Mammakarzinomzellen vergleichbar. Die Sekretion von RD-IL15
durch NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen in den Zellkulturiberstand wurde mittels ELISA bestétigt. Die
autokrine Aktivierung des IL-15 Signalwegs in den Produzentenzellen wurde durch die Detektion von
phosphoryliertem STAT5 im Immunoblot nachgewiesen. AulRerdem zeigten NKAR-RD-IL15-NK-92
Zellen im Gegensatz zu NKAR-NK-92 Zellen ohne RD-IL15 in Abwesenheit von exogenem IL-2 eine
konstante Proliferation und Vitalitat. Um die Wirkung von sekretiertem RD-IL15 auf umgebende
Immunzellen in parakriner Weise zu analysieren, wurden Transwell-Assays durchgefiihrt. Dabei
steigerte das von NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen sekretierte RD-IL15 die natlrliche Zytotoxizitat von
kokultivierten primaren Lymphozyten gegenlber der NK-Zell-sensitiven Leukamie-Zelllinie K562. In
einer gemischten Lymphozytenreaktion fiihrte die Sekretion von RD-IL15 zudem zu einer gestei-
gerten Proliferation von kokultivierten primaren CD8-positiven T-Zellen. Dies weist nach, dass sekre-
tiertes RD-IL15 neben seiner unterstitzenden Wirkung auf die Produzentenzellen selbst auch be-
nachbarte Immunzellen aktivieren kann, die flir eine endogene anti-Tumor Immunantwort wichtig

sind.

Im Fall bispezifischer NKAB-Molekile wurde zunachst Uberpriift, inwiefern der prototypische NKAB-
ErbB2 Antikorper weiter optimiert werden kann. Hierzu wurde neben einem Austausch der
Bindungsdomadnen am N- und C-Terminus auch die Orientierung der variablen Domanen der
schweren (Vy) und der leichten (V) Antikorperkette im NKG2D-bindenden scFv-Fragment verandert.
Die so modifizierten NKAB-Molekile wurden wie alle weiteren hier untersuchten NKAB-Antikdrper

als 1gG4-Fc Fusionsprotein in Expi293F Zellen produziert, mittels Affinitdtschromatographie aus dem

v



Zusammenfassung

Zellkulturmedium aufgereinigt und anschliefend fir die funktionelle Charakterisierung eingesetzt.
In Immunoblot-Analysen der isolierten NKAB-Molekiile wurde nachgewiesen, dass diese groRtenteils
als Dimer und nur zu einem geringen Teil als Monomer vorliegen. Die Positionierung der NKG2D-
spezifischen Domane am C-Terminus und der ErbB2-spezifischen Domadne am N-Terminus (NKAB-
ErbB2 rev) flhrte in funktionellen Analysen im Vergleich zum umgekehrt organisierten Ausgangs-
molekiil NKAB-ErbB2 zu keiner Anderung der Aktivitit. Dies weist auf eine hohe Flexibilitdt im Desgin
solcher Molekile hin. Obwohl im Fall der NKG2D-spezifischen Domane die urspriingliche ViV,
Orientierung innerhalb des scFv-Fragments im Vergleich zur V\Vy Orientierung in durchflusszyto-
metrischen Analysen in einer abgeschwadchten NKG2D-Bindung resultierte, wurden keine Unter-
schiede in der NKAB-vermittelten Zytotoxizitdt von NKAR-NK-92 Zellen festgestellt. Die N-terminale
VerknUpfung des prototypischen NKAB-ErbB2 Molekils mit RD-IL15 (RD-IL15-NKAB-ErbB2) hatte
ebenfalls keine verminderte Funktionalitdt des NKAB-Molekils im Bezug auf Zellbindung und Ver-
mittlung von Zytotoxizitat zur Folge. RD-IL15-NKAB-ErbB2 aktivierte jedoch zusatzlich den IL-15
Signalweg in NKAR-NK-92 Zellen und ermoglichte die Proliferation der Zellen bis zu 4 Tage in

Abwesenheit von IL-2.

Um zu kléren, ob dieser experimentelle Therapieansatz auch flir andere Tumorentitaten nutzbar ist,
wurden nachfolgend NKAB-Molekile mit Spezifitat fir weitere Tumor-assoziierte Zielantigene
generiert. Zunachst erfolgte die Ableitung von NKAB-EGFR. Dieses Molekil tragt neben einer
C-terminalen NKG2D-interagierenden Domadne am N-Terminus das von dem Antikdrper Cetuximab
abgeleitete scFv(225)-Antikorperfragment mit Spezifitdt fir EGFR und die Deletionsmutante
EGFRvIIl. Neben der spezifischen Bindung von NKAB-EGFR an NKAR/NKG2D-exprimierende NK-92
Zellen und EGFR/EGFRuvlII-positive Tumorzellen konnte auch eine durch dieses Molekdil vermittelte
Steigerung der Aktivitdt von NKAR-NK-92 Derivaten und primaren NK-Zellen gesunder Spender
gegenlber EGFR- und EGFRvlll-exprimierenden Tumorzellen nachgewiesen werden. Zudem wurde
in einem Degranulationsassay mit |6slichem NKAB-EGFR in An- oder Abwesenheit von EGFR-
exprimierenden Mammakarzinomzellen festgestellt, dass lediglich die Kreuzvernetzung von Ziel- und
Effektorzellen durch das NKAB-Molekl zur spezifischen Degranulation von NKAR-NK-92 Zellen fihrt,
wahrend hohe Konzentrationen des bispezifischen Antikérpers in 18slicher Form allein keine un-
spezifische Aktivierung der Effektorzellen induzierten. Dies stellt einen wichtigen Sicherheitsaspekt

des Therapieansatzes dar.

Ein Problem bei der Behandlung von Krebserkrankungen mit zielgerichteten Immuntherapien ist die
mogliche Heterogenitat der Expression geeigneter Tumor-assoziierter Antigene im Tumorgewebe.

Ein therapeutischer Ansatz, der lediglich ein bestimmtes Ziel-Antigen angreift, kann in diesem Fall
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nicht alle Zellen eines Tumors eliminieren. Daher wurden in dieser Arbeit neben dem Einsatz eines
einzelnen NKAB-Molekdls auch die Effekte einer Kombinationstherapie mit NKABs unterschiedlicher
Spezifitdten untersucht. Da ErbB2 und EGFR in unterschiedlichen Tumorentitdten koexprimiert
werden kdnnen, wurde eine Kombination von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR erprobt. Hierzu wurden
als Modell murine Glioblastomzellen (GL261) genetisch so modifiziert, dass sie ektopisch entweder
ErbB2 (GL261/ErbB2) oder EGFR/EGFRvVIII (GL261/EGFR, GL261/EGFRvIII) exprimieren, oder beide
Zielantigene tragen (GL261/ErbB2/EGFR, GL261/ErbB2/EGFRVIII). Doppelt-positive Zellen wurden
durch NKAR-NK-92 Derivate sowohl in Gegenwart nur eines NKAB-Molekils als auch bei Kombination
von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR effektiv lysiert. Dagegen wurden gemischte Tumor-Kokulturen aus
GL261/ErbB2 und GL261/EGFR oder GL261/EGFRvIII Zellen, die als Modell fir heterogene Tumor-
populationen dienten, nur effektiv lysiert, wenn beide NKAB-Molekile vorhanden waren. Der
alleinige Einsatz von NKAB-EGFR oder NKAB-ErbB2 vermittelte lediglich die Abtétung der jeweiligen,
das relevante Antigen exprimierenden Zielzellsubpopulation, wahrend Antigen-negative Tumor-
zellen trotz ihrer rdumlichen Nahe unberilhrt blieben. Dies verdeutlicht die hohe Selektivitat des
experimentellen Ansatzes und legt nahe, dass eine Kombination von NKAB-Molekilen nitzlich sein

kann, um heterogene Tumorpopulationen effektiv zu eliminieren.

Neben der Behandlung von soliden Tumoren wurde auch die Eignung des Kombinationsansatzes aus
NKAR-NK-92 Derivaten und NKAB-Molekilen fir die Therapie von hamatologischen B-Zell-
Malignitaten untersucht. Sowohl CD19 als auch CD20 werden abhéngig vom Differenzierungsgrad
auf der Oberfldche von gesunden und malignen B-Zellen exprimiert und daher bereits erfolgreich als
Zielstrukturen flr unterschiedliche Krebsimmuntherapien genutzt. Basierend darauf wurden die
Moleklle NKAB-CD19 und NKAB-CD20 generiert, welche analog zu NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR die
NKG2D-bindende scFv(Kyk2.0)-Domane tragen. Fiur die Bindung an CD19 und CD20 wurden scFv-
Fragmente von den Antikorpern 4G7 (anti-CD19) und Leul6 (anti-CD20) abgeleitet und in den
entsprechenden NKAB-Molekillen eingesetzt. Sowohl NKAB-CD19 als auch NKAB-CD20 waren in der
Lage, Antigen-positive Leukamie- und Lymphomzellen zu binden und die Zytotoxizitat von primaren
NK-Zellen und NKAR-NK-92 Derivaten zu vermitteln. Zudem wurde in Degranulationsassays auch fir
NKAB-CD19 und NKAB-CD20 nachgewiesen, dass selbst hohe Konzentrationen von |6slichem Protein
in Abwesenheit passender Zielzellen keine unspezifische Aktivierung der Effektorzellen induzieren.
Erst durch die spezifische Bindung an Zielzellen ermdglichten sie die Kreuzvernetzung mit NKAR-
exprimierenden NK-92 Zellen und die Exozytose lytischer Granula. Im Hinblick auf eine zuklnftige
Erprobung des Ansatzes in syngenen Leukdmie- und Lymphommodellen in immunkompetenten
Mausen wurde zudem ein NKAB-mCD19 Molekil entwickelt, das mit der Bindungsstelle am N-

Terminus das murine Antigen CD19 (mCD19) erkennt und C-terminal die NKG2D-Bindungsdoméne
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tragt. Auch die Spezifitat dieses Moleklls wurde durch seine Bindung an die murine Lymphom-
Zelllinie A20, primare NK-Zellen und NKAR-NK-92 Derivate bestdtigt. DartGber hinaus vermittelte
NKAB-mCD19 eine gesteigerte Zytotoxizitdt von Effektorzellen gegeniiber endogen mCD19-

exprimierenden A20 Zellen.

Die in dieser Arbeit durch die Erweiterung und Optimierung des modularen Systems aus NKAR-NK-92
Derivaten und NKAB-Molekilen gewonnenen Daten belegen die hohe Flexibilitdt der eingesetzten
NKAB-Molekiile, die sich durch den Austausch der scFv-Antikérperfragmente ohne einhergehenden
Funktionsverlust variabel anpassen lassen. Darliber hinaus erwiesen sich die NKAB-Molektle sowohl
in Bindungsassays als auch in in vitro Zytotoxizitatsassays mit Tumor-Kokulturen als hochspezifisch.
Eine Bindung erfolgte nur an Zellen, die das entsprechende Antigen exprimierten. Diese Bindung war
auch Voraussetzung fir die Eliminierung der Zielzellen durch NKAR-NK-92 Derivate. So wurde durch
den experimentellen Kombinationsansatz eine erhéhte antitumorale Aktivitat gegeniber Antigen-
positiven und/oder NKG2D-L exprimierenden Tumorzellen erzielt. Des Weiteren waren NKAB-
Molekule in der Lage, primadre NK-Zellen mit Tumorzellen zu vernetzen. Im Fall von NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen aktivierte das sekretierte RD-IL15 auch benachbarte primare Effektor-Lymphozyten.
Entsprechend koénnte ein Ansatz aus NKAB-Molekilen und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen neben einem
direkten antitumoralen Effekt auch Zellen des endogenen Immunsystems gegen den Tumor aktivie-
ren. Die hier erarbeiteten Erkenntnisse erlauben nun weiterfihrende Untersuchungen in Tumor-
organoidmodellen, erganzt durch primare Immunzellen, und in vivo Experimente in immun-
kompetenten Mausmodellen, um die anti-Tumor Aktivitdat und immunmodulatorische Wirkung des

Kombinationsansatzes auch in komplexeren Systemen zu analysieren.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung und Immuniberwachung von Krebserkrankungen

Bereits im Jahr 2020 erkrankten etwa 500.000 Menschen in Deutschland erstmals an Krebs (RKI,
2019), der nach Herz-Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache weltweit darstellt
(Hayes, 2020). Aufgrund des demografischen Wandels wird zudem zwischen 2015 und 2030 ein

Anstieg der Neuerkrankungen von 23% prognostiziert (RKI, 2019).

1.1.1 Maligne Transformation von Zellen

Die Entstehung von Krebs basiert auf der Entartung korpereigener Zellen, die deren kontinuierliches
und unkontrolliertes Wachstum zur Folge hat. Im Allgemeinen wird der mehrstufige Prozess der
Karzinogenese durch Mutationen, Amplifikationen oder Deletionen in normalerweise streng regu-
lierten Genen initiiert, wodurch die unter physiologischen Bedingungen herrschende Homoostase
zwischen zelluldren Prozessen wie der Proliferation, Differenzierung und Apoptose gestort wird.
Irreversible somatische Mutationen, die eine Aktivierung von Onkogenen (Gain of function) verur-
sachen oder zur Deaktivierung von Tumorsuppressorgenen (Loss of function) beitragen, spielen
dabei eine mafRgebliche Rolle und kénnen sowohl durch eine genetische Pradisposition als auch
chemische, physikalische und biologische Kanzerogene verursacht werden (Ames et al., 1995; Sarkar
et al,, 2013; Tysnes & Bjerkvig, 2007). Aufgrund der Fahigkeit, die Apoptose und Differenzierung zu
unterbinden und die Zellteilung und das Zellwachstum zu férdern, induziert der Ubergang von streng
regulierten Proto-Onkogenen in transformierende, konstitutiv aktive und/oder Uberexprimierte
Onkogene (Gain of function-Mutationen) wachstumspromovierende Effekte (Adamson, 1987; Wein-
stein & Joe, 2006). Durch Tumorsuppressorgene kodierte Proteine Uben Kontrollfunktionen im
Zellzyklus aus und sind in der Lage die Apoptose zu initiieren, wodurch sie einer ungehemmten Zell-
proliferation entgegenwirken konnen. Dementsprechend kann deren Funktionsverlust durch soge-
nannte Loss of function-Mutationen zur Entstehung und Progression von Tumoren beitragen (Wein-
berg, 1994). Die Karzinogenese lasst sich in die folgenden drei Phasen einteilen: Initiation, Promotion
und Progression (Jones & Baylin, 2002; Vogelstein & Kinzler, 1993). Nachdem Zellen wahrend der
Initiation aufgrund somatischer Mutation in einen praneoplastischen Zustand lGbergehen, wird im
Laufe der zunéchst reversiblen Promotion durch die wiederholte Exposition mit tumorfordernden

Faktoren (Promotoren) deren klonale Expansion induziert (Abel & DiGiovanni, 2015; Rundhaug &
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Fischer, 2010). Durch die Akkumulation weiterer genetischer und epigenetischer Veranderungen
wahrend der Phase der Tumorprogression wird entsprechend der klonalen Selektionstheorie die
Proliferation von Tumorzellen mit einer gesteigerten Wachstumsrate und/oder einem erhoéhten
invasiven Potenzial begiinstigt. Bei fortschreitendem Tumorwachstum setzt sich dieser Prozess
mehrfach fort, wobei sich haufig heterogene Tumorpopulationen mit einer gesteigerten Malignitat

ausbilden (Cooper, 2000; Nowell, 1976).

1.1.2 Immuniberwachung und Immunoediting von Tumoren

Bereits im Jahr 1909 stellte Paul Ehrlich die Hypothese auf, dass entartete Zellen durch das
kdrpereigene Immunsystem eliminiert werden, und pragte somit das moderne Verstandnis einer
Tumorimmunitat (Ehrlich, 1909). Ausgehend von dieser Hypothese entwickelten Thomas und Burnet
die Theorie der Immunosurveillance, die eine Erkennung und Beseitigung von Tumorzellen durch das
Immunsystem anhand verdanderter Oberflachenstrukturen beschreibt (Burnet, 1957; Thomas, 1982).
Ein Beweis der Theorie erfolgte allerdings erst viele Jahre spater unter anderem durch Tierversuche,
in welchen gezeigt werden konnte, dass immundefiziente Méause haufiger spontane und karzinogen-
induzierte Tumoren entwickelten als immunkompetente Tiere (Dunn et al., 2006). Jedoch wurde
auch deutlich, dass insbesondere Tumorzellen, die sich in Anwesenheit eines intakten Immun-
systems entwickelten, nach der erneuten Transplantation in immunkompetente Mause aggressiver
wachsende Tumoren ausbildeten als Zellen, die aus immundefizienten Tieren isoliert wurden
(Shankaran et al.,, 2001). Diese Beobachtungen bildeten die Grundlage fir die Hypothese des
Immunoediting, laut der das Immunsystem nicht nur zu einer Eliminierung von entarteten Zellen
beitragt, sondern durch einen anhaltenden Selektionsdruck auch die Etablierung von Tumorzell-
varianten fordert, die sich durch eine erhdhte Immuntoleranz auszeichnen. Die Hypothese des
Immunoediting lasst sich dabei in die aufeinanderfolgenden Phasen der Eliminierung, dem
Equilibrium und dem Tumor-Escape unterteilen (Dunn et al., 2004). In der Phase der Eliminierung
werden Tumorzellen entsprechend der Immunosurveillance Theorie vom Immunsystem erkannt und
eliminiert. Aufgrund ihres invasiven Wachstums konnen Tumorzellen lokale Gewebeschaden
verursachen, wodurch Damage-associated molecular pattern (DAMP) Molekile und pro-
inflammatorische Zytokine und Chemokine freigesetzt werden (Garg et al., 2013). Diese tragen zur
Rekrutierung von Immunzellen des angeborenen Immunsystems und deren Einwanderung in das
inflammatorische Gewebe bei. In diesem Zusammenhang sind unter anderem nattrliche Killerzellen
(NK-Zellen), welche im nachfolgenden Abschnitt 1.2 im Detail beschrieben werden, natirliche Killer-
T (NKT)-Zellen, y6 T-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen (Dendritic cell, DC) zu nennen
(Girardi et al., 2001; Guerra et al., 2008; Smyth et al., 2001). NK-, NKT- und y& T-Zellen erkennen
2
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Tumorzellen aufgrund phanotypischer Veranderungen wie der Expression von Stressliganden und
sekretieren nachfolgend IFN-y (Dunn et al., 2002; Khong & Restifo, 2002). Durch die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine werden weitere NK-Zellen und Makrophagen rekrutiert, die sich
durch die Sekretion von IFN-y und IL-12 gegenseitig aktivieren und nachfolgend die Lyse von
Tumorzellen induzieren (lkeda et al., 2002; Trinchieri, 1995). Die bei der Beseitigung von Tumorzellen
entstehenden Zelltrimmer konnen durch lokale DCs mittels Endozytose bzw. Phagozytose aufge-
nommen und prozessiert werden (Sallusto & Lanzavecchia, 2002). DCs wandern anschliefend in
ableitende Lymphknoten ab, wo sie durch die Prdasentation von Antigenen im Komplex mit MHC-
Klasse-Il (Major histocomatibility complex, MHC) Molekilen CD4* T-Helferzellen (Tul Zellen)
stimulieren und eine MHC-Klasse-l-vermittelte Kreuzprdsentation fir zytotoxische CD8" T-Zellen
(Cytotoxic T lymphocyte, CTL) ermoglichen (Comber & Philip, 2014; Dunn et al., 2002). Fir ihre
vollstandige Aktivierung benotigen CTLs ein zweites Signal, das durch die Bindung von ko-
stimulatorischen Rezeptoren auf T-Zellen und entsprechenden Liganden auf professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen (Antigen presenting cell, APC) vermittelt wird (Chen & Flies, 2013).
AnschlieBend migrieren aktivierte Tumor-spezifische CD4* sowie CD8* T-Zellen (ber Blutgefilie in
Richtung Tumor, wo sie zusammen mit dem angeborenen Immunsystem maligne Zellen eliminieren

(Ostroumov et al., 2018).

Ist es dem Immunsystem nicht méglich, Tumorzellen vollstandig zu beseitigen, tritt die nachste
Phase, das Equilibrium, ein, in der sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Tumorzell-
proliferation und der Eliminierung einzelner maligner Zellen einstellt. Dies bedingt eine Stagnation
des Tumorwachstums und stellt die langste Phase des Immunoediting dar, in der Tumorzellen Uber
einen langen Zeitraum bestehen (Lasek, 2022; O’Donnell et al., 2018). Allerdings kénnen durch den
anhaltenden Selektionsdruck wahrend der Gleichgewichtsphase auch progressiv. wachsende
Tumorzellvarianten entstehen, die durch angeeignete Evasionsmechanismen eine Immuntoleranz
induzieren und in die Escape-Phase Ubergehen (Hanahan, 2022; Lasek, 2022). Die der Immunevasion
zugrundeliegenden Mechanismen konnen dabei von Tumorzellen selbst oder aufgrund eines
immunsuppressiven Tumormikromilieus (Tumor microenvironment, TME) vermittelt werden. Unter
anderem wird durch eine reduzierte Expression von MHC-Klasse-I Molekilen oder eine fehlerhafte
Antigen-Prozessierung die Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen durch zytotoxische T-Zellen
verhindert (Vinay et al., 2015). Ebenso kénnen Tumorzellen inhibitorische Immune-Checkpoint-
Liganden wie Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) oder nicht klassische MHC-Molekile
exprimieren, welche die Aktivitdt von Immunzellen negativ beeinflussen und/oder die Entstehung
eines dysfunktionalen Phanotyps fordern (Creelan & Antonia, 2019; Morandi & Airoldi, 2022; Zhang

et al., 2020). Ein weiterer Aspekt der Immunevasion ist die Sekretion l6slicher immunsuppressiver

3
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Faktoren wie Interleukin (IL)-10 oder TGF-B (Transforming growth factor ), wodurch Effektorzellen
gehemmt und die Infiltration von Immunzellen vermindert wird (Tormoen et al., 2018; Vinay et al.,
2015). Diese und zahlreiche weitere Mechanismen fordern die Immuntoleranz gegentber Tumor-
zellen und tragen zur Progression der Krebserkrankung bei (Khong & Restifo, 2002; Quezada et al.,

2011).

1.2 Natdrliche Killerzellen

NK-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems und stellen die erste Verteidigungslinie zur
Bekampfung von malignen und virusinfizierten Zellen dar (Herbermanet al., 1975; Kiessling et al,,
1975). Wie auch die Antigen-spezifischen Lymphozyten des adaptiven Immunsystems gehen sie aus
einer gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle (Common lymphoid progenitor, CLP) hervor
(Murphy & Weaver, 2018). Im peripheren Blut betragt der Anteil an NK-Zellen etwa 5-20% der
zirkulierenden Lymphozyten, die sich durch einen CD56*CD3" Phdnotyp von anderen Immunzellen
abgrenzen lassen (Abel et al., 2018; Langers et al., 2012; Vivier et al., 2008). Weiterhin werden NK-
Zellen basierend auf ihrem Expressionsniveau des Zelladhdsionsmolekils CD56 und des Fcy-
Rezeptors CD16 (FcyRllla) in zwei Subpopulationen unterteilt, die sich hinsichtlich ihrer Funktion,
prozentualer Verteilung und Lokalisation unterscheiden: zytotoxische CD564™CD16°"€" und immun-
regulatorische CD56°8"CD169™/"e8 NK-Zellen (Lanier et al., 1986). CD569MCD16"8" NK-Zellen, die
ca. 90% der NK-Zellen im peripheren Blut ausmachen, besitzen groRe Mengen Perforin- und
Granzym-haltiger Granula und weisen hauptsachlich zytotoxische Eigenschaften auf (Anfossi et al.,
2006; Cooper et al., 2001). Um in umliegendes, vorwiegend entzlindliches Gewebe migrieren zu
kénnen und dort Effektorfunktionen auszuiiben, exprimieren CD56°™CD16°€" NK-Zellen die
Chemokinrezeptoren CXCR1 und CX3CR1 (Campbell et al., 2001). Im Gegensatz dazu zeichnen sich
die als weniger zytotoxisch beschriebenen CD56°"8"CD16%™ 8 NK-Zellen durch die Expression von
Homing Rezeptoren sowie Adhasionsmolekilen (z.B. CCR7 und CD62L) fiir sekundare lymphatische
Organe aus und sekretieren nach Aktivierung hohe Mengen an Zytokinen wie IFN-y, Tumor-
nekrosefaktor o (TNFa) und den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktor
(Granulocyte-macrophage  colony-stimulating — factor, GM-CSF) (Cooper et al., 2001).
CD56°1eMCD16%™ee NK-Zellen tragen damit vorwiegend zur Modulation der adaptiven Immun-

antwort bei und gelten als immunregulatorische NK-Zell Subpopulation (Carrega & Ferlazzo, 2012).
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1.2.1 Regulation der NK-Zell-Aktivitat durch inhibierende und aktivierende Rezeptoren

NK-Zellen exprimieren eine Vielzahl verschiedener Keimbahn-kodierter Rezeptoren und kdnnen,
nachdem sie Uber die Bindung von Liganden mit Zielzellen in Kontakt getreten sind, durch das
komplexe Zusammenspiel der Rezeptor-vermittelten Signale zwischen gesunden und gestressten,
entarteten oder virusinfizierten Zellen unterscheiden (Cerwenka & Lanier, 2001; Lanier, 2004).
Gesunde Zellen mit physiologischer MHC-Klasse-I Expression induzieren eine dominierende
Signaltransduktion Uber inhibierende Rezeptoren, sodass eine Selbsttoleranz erzeugt und eine Lyse
durch NK-Zellen verhindert wird (Kruse et al., 2014; Long et al., 2013; Watzl, 2014). Im Gegensatz
dazu weisen transformierte oder virusinfizierte Zellen haufig eine verminderte MHC-Klasse-|
Expression auf (Missing self) und/oder exprimieren stressinduzierte Liganden (Induced self), sodass
vorwiegend aktivierende Signale integriert werden und die Lyse der Zielzelle vermittelt wird (Pazina
et al., 2017). Wahrend der Entwicklung durchlaufen NK-Zellen einen Prozess, der als Education/
Licensing bezeichnet wird, und sie erst nach Interaktion mit MHC-Klasse-I Molekilen funktionell
reifen und ihr volles Effektorpotenzial entfalten lasst. Dabei gehen NK-Zellen ohne inhibitorische
Rezeptoren zur Erkennung von Selbst-Antigenen aufgrund ihres autoreaktiven Potenzials in einen

hyporeaktiven Zustand tber (Sivori et al., 2019).

Die meisten aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren zur Erkennung von Zielzellen lassen sich in
die folgenden Gruppen einteilen: natirliche Zytotoxizitatsrezeptoren (Natural cytotoxicity receptor,
NCR), Killerzell-immunglobulin-dhnliche Rezeptoren (Killer cell immunoglobulin-like receptor, KIR),
Leukozyten-Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren (Leukocyte immunoglobulin-like receptor, LIR/ILT)
und Killerzell-Lektin-dhnliche Rezeptoren (Killer cell lectin-like receptor, KLR) (Finton & Strong, 2012).
Die KIR-Familie beinhaltet sowohl inhibierende als auch aktivierende Rezeptoren, welche sich in der
Lange ihrer zytoplasmatischen Domane und der Art ihrer Signaltransduktion unterscheiden. Die
Erkennung korpereigener Zellen durch inhibitorische KIRs erfolgt durch die Bindung an die
klassischen humanen MHC-Klasse-l Molekile HLA-A, HLA-B und HLA-C (Humanes Leukozyten-
antigen, HLA), die von allen kernhaltigen gesunden Zellen exprimiert werden. Durch die Transduktion
inhibitorischer Signale aufgrund der KIR/MHC Interaktion wird eine NK-Zell-vermittelte Lyse gegen
gesunde Korperzellen verhindert (Paul & Lal, 2017; Pegram et al., 2011). Auch Vertreter der LIRs
lassen sich in aktivierende und inhibierende Rezeptoren unterteilen, wobei sie im Gegensatz zu KIRs
neben klassischen HLA-Molekilen auch die nicht-klassischen Leukozytenantigene HLA-E, HLA-F und
HLA-G erkennen (Lee et al., 1998; Shiroishi et al., 2003). Nicht-klassische HLA-E Molekile werden
zusatzlich durch Mitglieder der KLRs gebunden, die inhibitorische (NKG2A/CD94 und NKG2B/CD94)
sowie aktivierende (NKG2C/CD94, NKG2E/CD94 und NKG2H/CD94) Rezeptorkomplexe umfassen
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(Houchins et al., 1991; Lanier et al., 1998). Zu den aktivierenden Rezeptoren zdhlen unter anderem
die natlrlichen Zytotoxizitdatsrezeptoren NKp30, NKp44, NKp46 und NKp80. Mit Ausnahme des
Rezeptors NKp44, der erst nach NK-Zell Aktivierung auf der Oberflache vorzufinden ist, werden alle
weiteren NCRs sowohl von ruhenden als auch aktivierten NK-Zellen exprimiert (Fuchs et al., 2005;
Moretta et al., 2001). Bisher identifizierte Liganden fir NCRs wie beispielsweise B7-H6, BAGS,
Galectin-3 oder Hamagglutinin sind sowohl auf Tumorzellen als auch auf virusinfizierten Zellen zu
finden, wodurch NCRs maRgeblich zur Lyse pathologisch veranderter Zellen beitragen (Barrow et al.,
2019; Brandt et al., 2009; Mandelboim et al., 2001; Ponath et al., 2021). Dariiber hinaus interagieren
NK-Zellen unter anderem Uber den Rezeptor NKp30 mit DCs und nehmen Einfluss auf deren
Reifungszustand und Qualitdt (Hudspeth et al., 2013; Zhang et al., 2017). Neben NCRs kdnnen NK-
Zellen zusatzlich den Fc-Rezeptor CD16 exprimieren, der nach Interaktion mit dem Fc-Teil von an
Zielzellen gebundenen IgG-Molekilen, hauptsachlich IgG1 und 1gG3, eine Antikoérper-abhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) induzieren kann

(Stern-Ginossar & Mandelboim, 2010).

Die Signaltransduktion Uber aktivierende Rezeptoren erfolgt Uber akzessorische Adaptormolekile
wie beispielsweise FceRly, CD3C und DAP12, welche als Homo- oder Heterodimere vorliegen und
sogenannte Immunrezeptor Tyrosin-basierte Aktivierungsmotive (Immunoreceptor tyrosine-based
activation motif, ITAM) mit der charakteristischen Aminosduresequenz YxxL/Ix-sYxxL/l tragen
(Lanier, 2008). Nach Rezeptor-Liganden-Interaktion erfolgt die Phosphorylierung von Tyrosinresten
innerhalb des ITAM durch Tyrosinkinasen der Src-Familie, welche nachfolgend die Rekrutierung und
Aktivierung der Tyrosinkinasen Syk (Spleen tyrosin kinase) und Zap70 (Zeta-chain associated protein
70) induzieren. Durch die daraus folgende Phosphorylierung weiterer Signalmediatoren wie
Phospholipase C und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) wird der Einstrom von Calcium-lonen, die
Reorganisation des Zytoskeletts und letztlich die Freisetzung zytotoxischer Granula und die Sekretion
von Zytokinen und Chemokinen induziert (Paul & Lal, 2017). Im Gegensatz dazu tragen inhibitorische
Rezeptoren ein gemeinsames zytoplasmatisches Immunrezeptor Tyrosin-basiertes Inhibierungs-
motiv (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM), das durch die konservierte Amino-
sauresequenz S/1/V/LxYxxL/V definiert ist (Lanier, 2008). Nach Rezeptoraktivierung werden Tyrosin-
Reste innerhalb des ITIM durch Kinasen der Src-Familie phosphoryliert, wodurch die Phosphatasen
SHIP (SH2-containing inositol polyphosphate 5-phosphatase), SHP-1 und SHP-2 (SH2-containing
protein tyrosine phosphatase-1/2) rekrutiert werden (Tomasello et al., 2000). Diese sind wiederum
in der Lage, durch Dephosphorylierung essenzieller Signalmediatoren in die durch aktivierende
Rezeptoren induzierte Signaltransduktionskaskade einzugreifen und somit die Degranulation,

Zytokinproduktion und Proliferation von NK-Zellen zu hemmen (Lanier, 2008). Die Integration
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simultaner inhibierender und aktivierender Signale resultiert folglich in der Dominanz inhibierender
Signale und verhindert die durch aktivierende Rezeptoren induzierten Effektorfunktionen (Levi-

Schaffer & Mandelboim, 2018; Long et al., 2013).

1.2.2 Der aktivierende Rezeptor NKG2D und seine Rolle in der Immuniiberwachung

Eine zentrale Rolle in der Immuniberwachung und antitumoralen Immunantwort Gbernimmt der
aktivierende Rezeptor NKG2D (Natural Killer Group 2D), welcher von NK-Zellen, CD8" T-Zellen, den
meisten NKT-Zellen und Subpopulationen von CD4* und yb T-Zellen exprimiert wird. NKG2D gehort
zu den KLRs, liegt jedoch im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der NKG2-Rezeptorfamilie, die
mit CD94 assoziieren, als homodimeres Typ-ll-Transmembranprotein vor (Raulet, 2003). NKG2D
interagiert mit acht verschiedenen Liganden (NKG2D-L), welche in ihrer Struktur MHC-Klasse-
Molekilen dhneln und den Familien der MHC-Klasse-I-dhnlichen Molekile (MHC class I chain-related
sequence A/B, MICA/B) und den UL16-bindenden Proteinen (ULBP1-6) angehdren (Abbildung 1.1)
(Eagle & Trowsdale, 2007; Lazarova et al., 2020; Lerner et al., 2023; Nausch & Cerwenka, 2008). Im
Gegensatz zu dem hoch konservierten Rezeptor sind NKG2D-L mit Gber 70 identifizierten Allelen sehr
polymorph und kénnen nach Bindung an NKG2D unterschiedliche Effektorfunktionen vermitteln
(Fan et al., 2022; Radosavljevic et al., 2002; Stephens, 2001). Zur Weiterleitung aktivierender Signale
assoziiert humanes NKG2D mit dem Adaptormolekil DAP10, welches im Gegensatz zu den
akzessorischen Adaptormolekilen FceRly, CD3C und DAP12 kein ITAM, sondern ein YXNM-Motiv
enthalt. Phosphoryliertes DAP10 rekrutiert und aktiviert PI3-K sowie den Grb2 (Growth factor
receptor-bound protein 2)-Vavl (Vav guanine nucleotide exchange factor 1)-Komplex, wodurch die
Exozytose lytischer Granula und/oder Zytokinsekretion vermittelt wird (Jamieson et al., 2002;
Upshaw et al., 2006; Zingoni et al., 2018). Wahrend NKG2D auf CD8* T-Zellen als ko-stimulatorischer
Rezeptor agiert, der nach TCR (T cell receptor)-Stimulierung zur T-Zellproliferation und der Sekretion
von Zytokinen wie IL-2 und IFN-y beitragt, vermittelt die NKG2D/NKG2D-L Interaktion in NK-Zellen
auch bei gleichzeitiger Signaltransduktion inhibierender Rezeptoren deren zytotoxische Aktivitat

(Bauer et al., 1999; Bryceson et al., 2006; Groh et al., 2001; Maasho et al., 2005; Zingoni et al., 2018).
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Abbildung 1.1. NKG2D-Rezeptor und seine Liganden. Der humane NKG2D-Rezeptor ist ein homodimeres Typ-II-Trans-
membranprotein, welches zur Signalweiterleitung mit dem Adaptormolekil DAP10 assoziiert, in dem ein YXNM Motiv
integriert ist. NKG2D erkennt stressinduzierte Liganden (NKG2D-L), welche entweder den MHC-Klasse-I-ahnlichen
Molekilen (MICA und MICB) oder UL16-bindenden Proteinen (ULBP1-6) zugeordnet werden. Neben den in allen Liganden
enthaltenen a1l und a2 Doméanen des MHC-Klasse-I-Komplexes besitzen MICA und MICB zusétzlich eine a3 Domane. Die
UL16-bindenden Proteine ULBP1-3 und ULBP6 sind Uber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker und MICA, MICB,
ULBP4 und ULBPS Uber eine Transmembrandoméane und einen zytoplasmatischen Anteil in der Zellmembran verankert.
NKG2D-L werden hauptsachlich auf der Zelloberflache als Folge von zelluldrem Stress exprimiert. Modifiziert nach (Eagle

& Trowsdale, 2007).

Aufgrund der streng regulierten Expression von NKG2D-L auf transkriptioneller, translationaler und
posttranslationaler Ebene sind die Glykoproteine kaum auf der Oberfliche gesunder Zellen zu
finden. Jedoch kann zellularer Stress, beispielsweise bedingt durch eine virale Infektion oder maligne
Transformation, zu einer gesteigerten Ligandenexpression beitragen (Lanier, 2015). So konnen unter
anderem DNA-Reparaturmechanismen (DNA damage response, DDR) verschiedene Transkriptions-
faktoren wie p53 oder E2F1 aktivieren, die nachfolgend die Transkription unterschiedlicher NKG2D-L
stimulieren (Soriani et al., 2014, 2017; Textor et al., 2011). Weitere, wahrend der malignen Trans-
formation von Zellen beobachtete Prozesse, wie die Aktivierung von Hitzeschockproteinen und
onkogenen Signalwegen sowie oxidativer Stress, konnen die NKG2D-L Expression zusatzlich beein-
flussen (Borchers et al., 2006; Groh et al., 1996; Nanbakhsh et al., 2014; G. Tan et al.,, 2023;

Yamamoto et al., 2001).
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Bedingt durch die nahezu universelle Expression von NKG2D-L auf transformierten Zellen bei gleich-
zeitiger Abwesenheit auf gesunden Zellen wird dem Rezeptor eine maRgebende Rolle bei der
Immuniberwachung von Tumorzellen zugeschrieben. Allerdings induziert der anhaltende
Selektionsdruck einer fortwahrenden Immunabwehr auch die Etablierung von Tumorzell-Varianten,
die durch bestimmte Evasionsmechanismen einer NKG2D-vermittelten Erkennung entgehen
kénnen. Neben der epigenetischen Regulation beispielsweise durch Histon-Deacetylierung und
DNA-Methylierung von NKG2D-L kodierenden Genen, zeigten unterschiedliche Studien unter
anderem, dass NKG2D-L im endoplasmatischen Retikulum von Tumorzellen zurlckgehalten und
nicht an die Zelloberflache transportiert werden (Chen et al., 2011; Fuertes et al., 2008; Tan et al,,
2023). Ein weiterer, bedeutender Mechanismus ist die von Tumorzellen vermittelte Freisetzung von
|6slichen Liganden (soluble NKG2D-L, sNKG2D-L). Diese koénnen NKG2D auf Immunzellen dauerhaft
blockieren, was zur Internalisierung und Degradation des Rezeptors sowie zur Desensibilisierung von
Effektor-Lymphozyten fiihrt (Groh et al., 2002; Hilpert et al., 2012; Song et al., 2006). Die prognosti-
sche Bedeutung dieses Immunevasionsmechanismus zeigt sich in der Korrelation einer erhohten
Serumkonzentration ldslicher Liganden mit einem schlechteren Therapieansprechen sowie Gesamt-
Uberleben (Overall survival, OS) in Krebspatienten (Groh et al., 2002; Schmiedel & Mandelboim,
2018). Beispielsweise korrelierte in Melanom-Patienten eine erhéhte sULBP2 Serumkonzentration
mit einem reduzierten OS. In einer weiteren Studie wurde ein verkirztes Uberleben von Patienten
mit erhdhter sMICA Serumkonzentration nach Immuntherapie mit dem Checkpoint-Inhibitor
Ipilimumab festgestellt (Koguchi et al., 2015; Paschen et al., 2009). Darlber hinaus lasst sich die
Beobachtung, dass Patienten mit fortgeschrittener Krebserkrankung haufig eine verminderte Anzahl
zirkulierender NKG2D-exprimierender NK-Zellen aufweisen und verbleibende NK-Zellen in ihrer
zytotoxischen Aktivitdt beeintrdchtig sind, unter anderem auf die Anwesenheit von sNKG2D-L
zurtickfihren (Doubrovina et al., 2003; Secchiari et al., 2022; Shen et al., 2012). Die proteolytische
Abspaltung von NKG2D-L erfolgt hauptsachlich durch die in Tumorzellen haufig Gberexprimierten
Metalloproteasen ADAM (A disintegrin and metalloproteinase) 10 und 17 sowie MMPs (Matrix-
Metalloproteasen) (Chitadze et al., 2013; Mustafa et al., 2022; Salih et al., 2002; Wang et al., 2022;
Yuan et al., 2020; Zingoni et al., 2018). Darilber hinaus zeigten weitere Untersuchungen, dass sowohl
Mitglieder der MIC- als auch ULBP-Familie in Tumorexosomen nachweisbar sind, die sowohl zur
Herunterregulierung von NKG2D auf mononukledren Zellen des peripheren Bluts (Peripheral blood
mononuclear cell, PBMC) als auch zu einer verminderten zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen
beitragen (Ashiru et al., 2010; Clayton et al., 2008; Fernandez-Messina et al., 2010; Hedlund et al,,
2011; Labani-Motlagh et al., 2016).
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Aufgrund der zentralen Rolle der NKG2D/NKG2D-L-Achse bei der Erkennung und Eliminierung von
Tumorzellen durch zytotoxische Lymphozyten werden, wie auch in dieser Arbeit, vielfiltige Ansatze
erforscht, diese Mechanismen flir immuntherapeutische Strategien zu nutzen, die die NKG2D-
vermittelte anti-Tumor Aktivitat von Effektorzellen steigern (Lazarova et al.,, 2020). Einer dieser
Ansatze beruht auf der Entwicklung bispezifischer Antikorper (siehe Abschnitt 1.3.2) mit Spezifitat
far NKG2D und ein Tumor-assoziiertes Antigen (TAA), wodurch auch unabhéngig von der NKG2D-L
Expression eine Quervernetzung von Tumor- und NKG2D-exprimierenden Effektorzellen ermdoglicht
wird. Weiterhin werden niedermolekulare Verbindungen (Small molecules) eingesetzt, um die Ex-
pression von NKG2D oder NKG2D-L zu steigern (Armeanu et al., 2005; De Andrade et al., 2020; Krieg
& Ullrich, 2013; Lazarova & Steinle, 2019). Beispielsweise tragen hypomethylierende Substanzen und
Histon-Deacetylase-Inhibtioren zu einer gesteigerten Oberflachenexpression von MICA/B und ULBPs
auf malignen und infizierten Zellen bei (Baragan® Raneros et al., 2014; Kato et al., 2007; Sers et al.,
2009; Wu et al.,, 2012). Eine klinisch relevante Steigerung der Ligandenexpression wurde dabei in
Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) nach der Behandlung mit All-trans-Retinsaure (All-
trans-retinoic acid, ATRA) oder dem Histon-Deacetylase-Inhibitor Valproinsdure beobachtet (Poggi
et al, 2009). Zudem induzierten AML-Blasten der behandelten Patienten im Gegensatz zu
unbehandelten Blasten in in vitro Assays die Exozytose lytischer Granula von autologen CD8* T-Zellen
und NK-Zellen, wodurch erste Hinweise auf die klinische Relevanz einer gesteigerten NKG2D-L
Expression gewonnen werden konnten. Darlber hinaus befinden sich Antikdrper in der Erprobung,
die durch ihre Bindung an die a3-Domane der MICA/B-Liganden eine proteolytische Abspaltung
durch Metalloproteasen verhindern. Durch den Einsatz solcher Antikdrper konnte die NK-Zell-
vermittelte Lyse von Tumorzellen in vitro gesteigert und das Tumorwachstum in verschiedenen
Mausmodellen verlangsamt werden (De Andrade et al.,, 2018, 2020). In einer klinischen Phase |
Studie wird ein solcher MICA/B-spezifischer monoklonaler Antikérper bereits in Patienten mit
soliden Tumorerkrankungen auf seine Vertraglichkeit und Wirksamkeit Gberprift (NCT05117476)
(Wang et al., 2023). Zudem wird die im Abschnitt 1.4.1 ndher beschriebene CAR (chiméare
Antigenrezeptor)-Technologie genutzt, um NKG2D-CAR-exprimierende Effektorzellen zu generieren.
Solche NKG2D-CAR T- und NK-Zellen befinden sich bereits in der klinischen Erprobung (Sallman et
al., 2023; Xiao et al., 2019).
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1.2.3 Zytotoxische Effektormechanismen von NK-Zellen

Die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat wird wie oben beschrieben durch das Zusammenspiel von
aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren reguliert. Die der Aktivierung zugrundeliegenden
Mechanismen kdnnen sowohl durch die sogenannte Missing self- und Induced self-Hypothesen als
auch das Prinzip der Antikdrper-abhdngigen zellvermittelten Zytotoxizitdt beschrieben werden
(Abbildung 1.2). Gesunde Korperzellen exprimieren MHC-Klasse-I Molekile auf ihrer Zelloberflache
und kdonnen von NK-Zellen durch die Bindung an inhibierende Rezeptoren als solche erkannt und vor
einer Lyse geschiitzt werden (Laskowski et al., 2022). Eine verminderte Expression oder Abwesenheit
von korpereigenen MHC-Klasse-I Molekilen fihrt hingegen zu einer Reduktion oder dem Verlust
inhibitorischer Signale, wodurch sich das Gleichgewicht in Richtung der aktivierenden Signal-
transduktion verschiebt und eine NK-Zell-vermittelte Lyse der Zielzellen induziert (Missing self)
(Ljunggren & Karre, 1990; Vivier & Ugolini, 2011). Allerdings konnen auch Zielzellen mit
physiologischer Expression von MHC-Klasse-I Molekilen von NK-Zellen eliminiert werden, wenn
diese eine gesteigerte Expression bestimmter Oberflachenmolekiile aufweisen (Induced self)
(Langers et al., 2012). Zellularer Stress kann bspw. die Expression von NKG2D-L bedingen, die eine
Erkennung und dominierende Signaltransduktion Gber aktivierende Rezeptoren vermitteln und
somit die Beseitigung der Zielzelle durch NK-Zellen einleiten. Ebenso kénnen NK-Zellen pathologisch
verdnderte Zellen Uber ADCC eliminieren. Diese beruht auf der Opsonierung von virusinfizierten oder
malignen Zellen durch IgG-Antikdrper, vorwiegend IgG1 und IgG3, und deren Erkennung durch den
auf NK-Zellen exprimierten Fc-Rezeptor CD16 (Morvan & Lanier, 2015). Vor allem fir den in Ab-
schnitt 1.3 beschriebenen Einsatz therapeutischer Antikoérper in der Krebsimmuntherapie ist die
durch CD16 vermittelte Zytotoxizitat von NK-Zellen von Bedeutung und wird im Folgenden genauer

erldutert.

11



Einleitung

A Toleranz B  Missing self C induced self D Abcc

NK-Zelle NK-Zelle NK-Zelle NK-Zelle

Aktivierende
Rezeptoren

O]
QO 16

.i Jl&)k Antikorper

o | Antigen

Inhibierende

Rezeptoren Lyse

© o
Gesunde Zelle Virusinfizierte Zelle Virusinfizierte Zelle Antikdrper-
oder Tumorzelle oder Tumorzelle opsonierte Zelle

Abbildung 1.2. NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitdt. Die Zytotoxizitdt von NK-Zellen wird durch das Zusammenspiel von
inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren reguliert. (A) Gesunde korpereigene Zellen exprimieren MHC-Klasse-!
Molekile auf ihrer Oberflache, welche von inhibierenden Rezeptoren erkannt werden und durch die Weiterleitung
inhibitorischer Signale innerhalb der NK-Zelle eine Toleranz vermitteln. (B) GeméaR der Missing self-Hypothese wird durch
eine stark verminderte oder fehlende MHC-Klasse-l Expression das Gleichgewicht zugunsten aktivierender Signale
verschoben und somit die Lyse der entsprechenden Zellen induziert. (C) Die Induced self-Hypothese beschreibt die
Eliminierung von transformierten Zellen trotz der Expression von MHC-Klasse-I Molekilen. Durch die gesteigerte
Expression von Liganden aktivierender Rezeptoren verschiebt sich das Gleichgewicht trotz simultaner Bindung von MHC-
Klasse-lI Molekulen durch inhibierende Rezeptoren in Richtung aktivierender Signale und die NK-Zell-vermittelte Lyse wird
initiiert. (D) Darlber hinaus kénnen mit Antikérpern opsonierte Zellen durch die Interaktion des aktivierenden Rezeptors

CD16 mit der 1gG-Fc-Domane erkannt und eliminiert werden. ADCC: Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity.

Die NK-Zell-vermittelte Eliminierung von Zielzellen kann sowohl lber die Freisetzung zytotoxischer
Granula als auch Uber eine Interaktion von Liganden wie Fas-L und TRAIL mit korrespondierenden
Todesrezeptoren der Zielzellen erfolgen (Lieberman, 2003). Nach der Ausbildung einer immuno-
logischen Synapse (IS) zwischen Ziel- und NK-Zelle und der Transduktion Gberwiegend aktivierender
Signale an der Kontaktstelle wird der Inhalt lytischer Granula, darunter Perforin, Granzyme und
Granulysin, zielgerichtet Uber Exozytose in den synaptischen Spalt freigesetzt (Ham et al., 2022;
Krzewski & Coligan, 2012; Orange, 2008). In Folge einer Perforin-vermittelten Porenbildung in der
Membran der Zielzelle wird diese permeabilisiert und fir Effektormolekile wie die Serinprotease
Granzym B (GzmB) durchlassig. Diese vermittelt (ber die Aktivierung der Caspasen 3 und 7 und der
nachgeschalteten proteolytischen Kaskade die Apoptose der Zielzelle (Prager & Watzl, 2019).
Darlber hinaus ist GzmB in der Lage, weitere Substrate wie beispielweise BID (BH3 interacting
domain death agonist) zu spalten, wodurch die Apoptose Uber den mitochondrialen Signalweg
aufgrund der Permeabiliserung der duBeren Mitochondrienmembran und der Freisetzung von
Cytochrom C eingeleitet wird (Cullen et al., 2010). Die Fahigkeit, lytische Granula und Effektor-

proteine zu recyceln oder neu zu synthetisieren, ermoglicht es NK-Zellen im Anschluss weitere
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Zielzellen zu eliminieren, was als Serial killing bezeichnet wird (Bhat & Watzl, 2007; Li et al., 2011; Liu
et al.,, 2005). Im Verlauf des Serial killing erfolgt die initiale Eliminierung von Zielzellen fast
ausschlieRlich durch die Freisetzung von zytotoxischen Granula und erst nach Abnahme der
intrazelluldren Perforin- und Granzym-Konzentration und der Akkumulation von Todesliganden wie
TRAIL und Fas-L auf der Oberfliche der NK-Zellen (ber Todesrezeptoren-vermitteltes Abtoten
(Prageretal., 2019; Ramirez-Labrada et al., 2022). Dabei bildet sich nach Bindung der Liganden durch
die Multimerisierung der zugehorigen Todersrezeptoren auf der Zielzelle und Assoziation mit
Adaptorproteinen ein sogenannter DISC (Death-inducing signal complex), der die Rekrutierung und
Aktivierung der Pro-Caspasen 8 und 10 zur Folge hat. AnschlieRend wird auch hier die Apoptose Uber

mitochondriale oder Caspase-vermittelte Signalkaskaden induziert (Prager & Watzl, 2019).

1.3 Antikdérper-basierte Inmuntherapie von Krebserkrankungen

Eine Strategie zur Behandlung von Krebserkrankungen ist der Einsatz von monoklonalen Antikérpern
(Monoclonal antibody, mAb), die aus einem Zellklon hervorgehen und durch ihre einheitliche
Struktur und identische Antikdrpersequenz spezifisch an ein bestimmtes Antigen binden kénnen
(Lipman et al., 2005). Der Grundstein fiir die therapeutische Anwendung monoklonaler Antikorper
wurde durch die Entwicklung der Hybridoma-Technologie im Jahr 1975 gelegt, die erstmals eine
Produktion von mAbs in hoher Konzentration und Reinheit durch eine Zelllinie erlaubte, die durch
die Verschmelzung einer Antikoérper-produzierenden B-Zelle und malignen Myelomzelle generiert
wurde (Koéhler & Milstein, 1975). Die erste Zulassung eines solchen Antikorpers erfolgte bereits in
den spaten 1980er Jahren mit dem fiir die Behandlung bei AbstoBungsreaktionen von Nierentrans-
plantaten zugelassenen murinen monoklonalen Antikérper OKT3, der gegen das humane T-Zell-
Antigen CD3 gerichtet ist (Ecker et al., 2015). Jedoch war der Einsatz von mAbs murinen Ursprungs
mit nachteiligen Eigenschaften wie beispielsweise einer kurzen in vivo Halbwertszeit, einer
reduzierten Fahigkeit ADCC oder komplementvermittelte Zytotoxizitdt (Complement-dependent
cytotoxicity, CDC) zu stimulieren und aufgrund des immunogenen Charakters mit der Produktion
neutralisierender humaner anti-Maus-Antikérper (Human anti-murine antibody, HAMA) verbunden
(Ober et al., 2001; Stern & Herrmann, 2005). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden durch die
VerknUpfung der Antigenbindungsdomane muriner Antikbrper mit den konstanten Bereichen
humaner Antikdrper sogenannte chimare Antikérper entwickelt (Morrison et al., 1984), welche
vorteilhaftere Eigenschaften wie bspw. eine verlangerte Halbwertszeit besitzen. Zwar weisen
chimare Antikérper auch eine verringerte Immunogenitéat als murine Antikérper auf, jedoch besteht
weiterhin die Moglichkeit einer gegen die variablen murinen Sequenzen gerichteten Immunantwort

(Presta, 2006). Durch weitere Modifikationen wurden daher humanisierte Antikorper entwickelt, bei
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welchen lediglich die komplementaritatsbestimmenden Regionen (Complementarity determining
region, CDR) murinen Ursprungs sind, wahrend das restliche Molekll zu etwa 95% aus humanen
Sequenzen besteht (Jones et al., 1986). Zusatzlich konnten durch die Nutzung humaner Antikorper-
Phage-Display Bibliotheken und die Generierung transgener Mausstamme mit integriertem huma-
nem Antikdrpergen-Repertoire humane Antikdrper abgeleitet werden (Carr et al., 1994; Little et al,,
2000; Vaughan et al., 1996; Winter et al., 2003). Sowohl| humanisierte als auch humane Antikdrper
sind dabei weniger immunogen und entsprechen in ihren Eigenschaften dem endogenen IgG (Baker
et al., 2010). Dabei spielt neben den variablen Bereichen, welche die Spezifitdt des Antikorpers
bestimmen, auch die Fc-Doméane des Antikdrpers eine bedeutende Rolle. Diese ermoglicht die
Vermittlung von Effektorfunktionen wie ADCC und CDC und beeinflusst maRgeblich die in vivo
Halbwertszeit. Wahrend ADCC und CDC vor allem durch IgG1 und IgG3 basierte mAb vermittelt
werden, weisen die Isotypen IgG2 und IgG4 verminderte Effektorfunktionen auf (Natsume et al.,,

2008).

1.3.1 Einsatzmoglichkeiten unterschiedlicher Antikérperformate

Die Bedeutung von monoklonalen Antikdrpern fir die Behandlung von Krebserkrankungen wird
beispielsweise durch den CD20-spezifischen Antikorper Rituximab und den ErbB2 (HER2)-
spezifischen Antikorper Trastuzumab verdeutlicht, deren Zulassung einen Wendepunkt in der
Antikorper-basierten Immuntherapie darstellte. So erzielte der im Jahr 1997 erstmals durch die US-
Arzneimittelbehorde FDA (Food and drug administration) zur Behandlung des follikuldren Non-
Hodgkin-Lymphoms (NHL) zugelassene Antikérper Rituximab als Erstlinien-Therapie in Lymphom-
Patienten Ansprechraten von Uber 70%. Auch der adjuvante und neoadjuvante Einsatz von
Trastuzumab zur Behandlung des ErbB2-positiven Mammakarzinoms trug zu einer signifikanten
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens (Progression-free survival, PFS) und des Gesamt-
Uberlebens von Patienten bei (Gianni et al., 2014; Hainsworth, 2002; Slamon et al., 2011). Fir die
therapeutische Anwendung wurden neben den klassischen Antikdrperformaten in den letzten
Jahren auch Antikorperfragmente, bi- und trispezifische Antikérper und Antikérper-Wirkstoff-
Konjugate entwickelt (Jin et al., 2022). Eine Auswahl an Einsatzmdglichkeiten der unterschiedlichen
Formate fir die Krebsimmuntherapie ist in Abbildung 1.3 gezeigt. Maligne Zellen kénnen unter
anderem durch Tumorantigen-spezifische Antikdrpermolekile gebunden und damit fir das
Immunsystem markiert werden. Neben einer induzierten CDC und ADCC durch NK-Zellen kénnen
manche Molekiile, wie bspw. der CD20-spezifische Antikorper Rituximab, auch intrinsische
Signalkaskaden aktivieren, welche die Apoptose in Zielzellen einleiten (Ghetie et al., 1997; Maloney
etal., 1997; Mattes et al., 2009; Tutt et al., 1998). Dariiber hinaus werden Antikorper eingesetzt, um
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die Interaktion zwischen aktivierenden Liganden und ihren Rezeptoren oder die Dimerisierung von
Rezeptoren gezielt zu blockieren, sodass nachgeordnete Signaltransduktionskaskaden gehemmt
werden. Diese Wirkmechanismen wurden ausfihrlich im Zusammenhang mit Rezeptoren der ErbB-
Tyrosinkinase Familie erprobt, wobei vor allem die beiden klinisch zugelassenen ErbB2-spezifischen
Antikorper Trastuzumab und Pertuzumab fir die Behandlung von metastasierendem ErbB2-
positivem Brustkrebs zu erwdhnen sind (Rimawi et al., 2015; Swain et al., 2020) (Abbildung 1.3; A).
Eine weitere Strategie zur Behandlung von soliden Krebserkrankungen sind Angiogenese-
inhibierende Antikdrper, welche nicht an Tumorzellen selbst binden, sondern deren notwendige
Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff abschneiden (Ferrara et al.,, 2004). Ein klinisch
zugelassener Antikdrper ist beispielsweise der in Kombination mit Chemotherapie eingesetzte
VEGF-A (Vascular endothelial growth factor A)-spezifische monoklonale Antikérper Bevacizumab flr
die Behandlung unterschiedlicher Tumorentitaten wie dem metastasierenden Mamma- und Kolon-
karzinom (Garcia et al., 2020) (Abbildung 1.3; B). Vielversprechende Therapieerfolge bei verschiede-
nen Krebserkrankungen, darunter Melanom, Lungen- und Nierenzellkarzinom, wurden zudem mit
sogenannten Immuncheckpoint-Inhibitoren erzielt, welche regulatorische Rezeptoren (Immune
checkpoints) auf Immunzellen oder deren Liganden auf Tumorzellen blockieren (Abbildung 1.3; C)
(Page et al., 2014; Pardoll, 2012). Wichtige Checkpoint-Molekile auf Immunzellen sind bspw. PD-1
(Programmed cell death protein 1) und CTLA-4 (Cytotoxic T-lymophocyte-associated protein 4),
welche vor allem bei der Regulation und Aufrechterhaltung von T-Zell-Effektorfunktionen eine
entscheidende Rolle spielen, sowie der Ligand PD-L1, der auf verschiedenen Zell- und Gewebetypen
exprimiert wird und zur Immunhomoostase beitragt (Keir et al., 2008; Nishimura et al., 1996). PD-L1
ist auch auf vielen Tumorzellen vorzufinden und tragt dort zur Unterdriickung einer effektiven
Immunantwort bei, wodurch seine Expression haufig mit einem verschlechterten Krankheitsverlauf
assoziiert ist (Eppihimer et al., 2002; Patel & Kurzrock, 2015; Yamazaki et al., 2002). Die Blockade
solcher Immuncheckpoints mit Hilfe monoklonaler Antikérper kann daher zu einer robusten und
langanhaltenden T-Zell-vermittelten Immunantwort beitragen (Page et al., 2014; Pardoll, 2012).
Neben klinisch zugelassenen Antikérpern, welche mit CTLA-4, LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3)
oder der PD-1/PD-L1 Achse interferieren, werden weitere mogliche Checkpoint-Molekile wie TIM-3
(T-cell immunoglobulin and mucin containing protein 3) zurzeit als Angriffspunkt flr Antikorper-
therapien klinisch erprobt (Barth & Naran, 2022; Marin-Acevedo et al., 2021). Darlber hinaus be-
findet sich der NKG2A-spezifische Checkpoint-Inhibitor Monalizumab derzeit in mehreren klinischen
Studien, unter anderem zur Behandlung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NCT05221840
und NCT05061550). Der inhibitorische Rezeptor NKG2A wird von CD8* T-Zellen und NK-Zellen expri-
miert und interagiert mit dem nicht-klassischen MHC-Molekul HLA-E, welches haufig auf malignen

Zellen Uberexprimiert ist und der Aktivierung von Immuneffektorzellen entgegenwirkt (Van Hall et
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al., 2019). Weitere therapeutische Strategien umfassen Radionuklid-gekoppelte Antikdrper
(Abbildung 1.3; D) und Antikérper-Wirkstoffkonjugate (Antibody-drug conjugate, ADC) (Abbildung
1.3; E), die durch ihre Spezifitat radioaktive oder zytotoxische Substanzen gezielt zu Tumorzellen
transportieren und ihre Wirkung nach Internalisierung in die Zelle entfalten (Bourgeois et al., 2017;
Zolot et al., 2013). Auch die in den nachfolgenden Abschnitten eingehend erlauterten Immun-
therapien mit bispezifischen Antikorpern (Abschnitt 1.3.2) (Abbildung 1.3; F) und CAR-Molekulen zur
Expression in Effektorzellen (Abschnitt 1.4.1 und 1.4.2) (Abbildung 1.3; G) basieren auf der hoch-

spezifischen Erkennung von Tumorzellen durch Antikérperdomanen.
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Abbildung 1.3. Strategien der Antikdrper-basierten Krebsimmuntherapie. Wie in (A) gezeigt, konnen IgG-Molekile an
Tumorzellen binden und durch ihren Fc-Teil Effektorfunktionen wie ADCC (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)
und CDC (Complement-dependent cytotoxicity) vermitteln. Des Weiteren wurden Antikorper entwickelt, welche die
Neoangiogenese in soliden Tumoren inhibieren (B) oder Immune Checkpoints blockieren (C). Immunkonjugate konnen
Radionuklide (D) oder zytotoxische Wirkstoffe (E) zielgerichtet zu Tumorzellen transportieren, welche nach Internalisierung
ihre Wirkung entfalten. Bispezifische Antikorper vermitteln durch ihre zwei Bindungsdomanen eine direkte Kreuz-
vernetzung von Immuneffektorzellen und Tumorzellen (F). Die Expression Tumor-spezifischer CAR-Konstrukte in Immun-
zellen ermoglicht ebenso eine selektive Erkennung und Eliminierung von Tumorzellen (G). Weitere Erlauterungen sind dem

Text zu entnehmen. Modifiziert nach (Weiner, 2015).
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1.3.2 Bi- und trispezifische Antikdrper

Bispezifische Antikorper sind rekombinante Molekile, die zwei Bindungsdomanen tragen und somit
in der Lage sind, zwei verschiedene Antigene oder zwei unterschiedliche Epitope des gleichen
Antigens zu erkennen, wobei es sich in der Krebsimmuntherapie dabei haufig um ein Tumor-
assoziiertes Antigen und ein von Immunzellen exprimiertes Oberflachenprotein handelt (Wang et al.,
2019). Generell lassen sich bispezifische Antikorper aufgrund ihrer Struktur in scFv (single-chain
fragment variable)- und IgG-basierte Formate unterteilen. Einzelne scFv-Domanen werden dabei
durch die Verknlpfung der variablen Domanen der leichten und schweren Ketten eines IgG-Molekiils
Uber einen Peptidlinker generiert. Bispezifische, scFv-basierte Antikdrpermolekiile, welche tber eine
ihrer zwei scFv-Domanen T-Zellen tGber CD3 binden und deren MHC-Klasse-I-unabhangige Aktivie-
rung ermoglichen, werden als sogenannte bispezifische T-Zell-Antikdrper (Bispecific T-cell engager,
BiTE) bezeichnet (Chandran & Klebanoff, 2019). Ein Vertreter ist dabei der erste durch die FDA und
die Européische Arzneimittel-Agentur EMA im Jahr 2018 flr die Behandlung einer rezidivierenden
oder refraktaren akuten lymphatischen Leukdamie mit B-Zell-Ursprung (B-ALL) zugelassene BiTE
Blinatumomab, welcher CD3 auf T-Zellen und CD19 auf Leukdmie- und Lymphomzellen bindet
(Mullard, 2015). Aufgrund ihrer verhaltnisméalRig geringen molekularen Masse von etwa 55 kDa und
dem fehlenden Fc-Teil haben BiTEs eine kurze Serumhalbwertszeit von lediglich zwei bis vier
Stunden, sodass eine kontinuierliche Infusion der Antikdrper flr eine optimale Wirkung notwendig
ist (Labrijn et al., 2019). Neben dem verringerten Sicherheitsrisiko bedingt durch eine verkiirzte
Halbwertszeit bei auftretenden Nebenwirkungen weisen kleinere Antikdrperformate eine erhohte
Gewebegangigkeit auf (Baeuerle & Reinhardt, 2009; Smits & Sentman, 2016; Sun et al., 2023). Im
Gegensatz zu scFv-basierten bispezifischen Antikorpern kdnnen IgG-basierte Formate durch den
enthaltenen Fc-Teil je nach 1gG-Subklasse zusatzliche Effektorfunktionen vermitteln (Carter, 2006).
Zudem entgehen endozytierte IgG-Antikorper durch die Bindung an den neonatalen Fc-Rezeptor
(FcRn) ihrem proteasomalen Abbau im Lysosom und werden stattdessen zurlick an die Zellober-
flache transportiert und freigesetzt. Dies erklart die deutlich langere Serumhalbwertszeit von 1gG-
Molekilen von 2-4 Wochen im Vergleich zu anderen Antikérperformaten (Ward et al., 2003). Bis
zum heutigen Tag wurden sechs bispezifische T-Zell-Engager mit Uberzeugenden Gesamtansprech-
raten (Overall response rate, ORR) von bis zu 80% von der FDA zugelassen, darunter fiinf zur Behand-
lung hamatologischer Malignitdten und ein weiterer flr den Einsatz in Melanom-Patienten (Cao et

al., 2023; Fenis et al., 2024).
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Auch bispezifische Antikdrper mit einer Spezifitat fiir NK-Zellen, bekannt als BiKEs (Bispecific killer
cell engagers) oder auch NKCEs (Natural killer cell engagers), haben in den letzten Jahren verstarkt
an Bedeutung gewonnen (Fuca et al.,, 2021). Dabei werden meist Antikorpermolekile generiert,
welche spezifisch an aktivierende Rezeptoren wie CD16, NKG2D, NKp30 oder NKp46 binden und
gleichzeitig eine Bindungsdomane fir ein Oberflachenantigen auf Tumorzellen aufweisen (M. Zhang
et al., 2023). Unter anderem konnte in einer praklinischen Studie mit AML-Patienten durch den
Einsatz eines CD16 x CD33 BiKE die NK-Zell-vermittelte Lyse von CD33-exprimierenden leukdmischen
Blasten gesteigert werden (Reusing et al.,, 2021). Auch der aktivierende Rezeptor NKG2D (siehe
Abschnitt 1.2.2) stellt aufgrund seines starken Aktivierungspotenzials und seiner konstitutiven
Expression auf NK-Zellen eine vielversprechende Zielstruktur fir die Generierung von BiKEs dar
(Watzl, 2003). Die Erkennung von NKG2D durch solche Molekile erfolgt dabei entweder lber eine
Bindungsdomaéne abgeleitet von natlrlichen NKG2D-Liganden wie ULBP2 oder MICA (Kellner et al,,
2015; Pan et al., 2023; Rothe et al., 2014; Von Strandmann et al., 2006) oder Uber NKG2D-spezifische
scFv-Antikorperfragmente oder Nanobodies (Chan et al., 2018; Lutz et al., 2023; Raynaud et al.,
2020; C. Zhang et al., 2021). Die Erweiterung von BiKE-Molekilen durch eine zuséatzliche
Bindungsdomane oder ein immunstimulatorisches IL-15-Element resultierte in sogenannten TriKEs
(Trispecififc killer cell engagers) (Felices et al., 2016; Huan et al.,, 2023; Schmohl et al., 2017).
Insbesondere [L-15-integrierende TriKEs werden derzeit intensiv erforscht, wobei erste viel-
versprechende praklinische Daten unter anderem mit einem gegen CD16 und das Oberflachen-
protein Mesothelin gerichteten TriKE gewonnen werden konnten. Neben einer erhdhten Prolifera-
tion von aus Lungenkrebspatienten isolierten NK-Zellen wurde durch den Einsatz der TriKE-MolekUle
zusatzlich eine gesteigerte anti-Tumor Aktivitat und Zytokinproduktion gegenlber Lungenkrebs-
zellen beobachtet (Kennedy et al.,, 2023). Neben der Integration einer immunstimulatorischen
Domane koénnen TriKE-Molekile auch mit einer weiteren Bindungsdomane ausgestattet werden. So
zeigte beispielweise ein trispezifisches Molekil mit Spezifitat fir das auf AML-Zellen haufig Gber-
exprimierte Antigen CD123 sowie fir die NK-Zell-Rezeptoren NKp46 und CD16 eine im Vergleich zu
einem bispezifischen anti-NKp46/anti-CD123 Molekil eine gesteigerte Lyse von AML-Zelllinien sowie
primadren AML-Zellen in vitro. Dartber hinaus konnte durch den Einsatz des TriKEs ein gegeniber der
Gabe eines herkdmmlichen CD123-spezifischen Antikdrpers verlangertes Uberleben in einem AML-
Mausmodell erzielt werden (Gauthier et al., 2023). Sowohl beim Einsatz von BiTEs als auch BiKEs und
TriKEs hdngt der Therapieerfolg maRgeblich von der zytotoxischen Aktivitat der Effektorzellen ab,
welche allerdings bei stark vorbehandelten Krebspatienten beeintrachtig sein kann. Eine Kombina-
tion von bispezifischen Antikérpern mit einer zelluldren Immuntherapie kénnte solche Einschréankun-

gen Uberwinden. Im folgenden Abschnitt werden daher unterschiedliche Aspekte, wie der Transfer
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von stimulierten Immunzellen oder die Erzeugung von Effektorzellen mit synthetischen Tumor-

spezifischen Rezeptoren, beleuchtet.

1.4 Zelluldare Immuntherapie von Krebserkrankungen

Fir die Behandlung von Krebspatienten hat unter anderem die zelluldre Immuntherapie, die auf dem
Transfer autologer (korpereigener) oder allogener (korperfremder) Zellen beruht, in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Im Gegensatz zu konventionellen Wirkstoffen, die in
der Regel eine rasche Verstoffwechslung aufweisen, kénnen Zellprodukte Monate bis Jahre im
Patienten persistieren und zu einer langanhaltenden Immunantwort beitragen. Darlber hinaus
besitzen transferierte Zellen in der Regel eine héhere Spezifitat fir Oberflachenstrukturen maligner
Zellen und kénnen diese gezielt eliminieren, wahrend Chemo- und Strahlentherapie auch gesunde
Zellen schadigen kénnen (Hayes, 2020). Besonders im Bereich des adoptiven T-Zell-Transfers wurden
bereits vielversprechende Therapieerfolge erzielt. Dabei wird zwischen drei Arten von transferierten
T-Zellen unterschieden: Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL), T-Zellen mit einem Tumor-
spezifischen T-Zell-Rezeptor oder CAR-exprimierende T-Zellen (Rohaan et al., 2019). Die erste Studie
mit autologen TILs zur Therapie von metastasierenden Melanomen wurde bereits in den spaten
1980er Jahren in der Gruppe von Steven A. Rosenberg durchgefihrt, bei welcher Lymphozyten aus
einer Tumorbiopsie isoliert, ex vivo expandiert und dem Patienten in Kombination mit systemisch
appliziertem IL-2 reinfundiert wurden. Dabei konnte eine Ansprechrate von 34% erzielt werden
(Rosenberg et al., 1988, 1994). Obwohl diese durch eine vorausgehende lymphodepletierende
Prakonditionierung der Patienten und ein optimiertes Kultivierungsprotokoll der TILs weiter
gesteigert werden konnte, weist die Therapie einige Limitierungen auf (Rosenberg et al., 2011). So
wurde beispielsweise beobachtet, dass Behandlungserfolge durch TILs in der Regel auf Tumor-
entitdten mit hoher Immunogenitat beschrankt sind (Garber, 2019; Qin et al., 2021). Ebenso kdnnen
TILs einen dysfunktionalen Phanotyp aufweisen und lassen sich oft nicht in ausreichenden Mengen
isolieren und expandieren (Curiel et al., 2004; Woo et al., 2002). Allerdings wurde vor Kurzem die
Infusion ex vivo expandierter autologer TILs als erstes solches Zellprodukt (Lifileucel) mit an-
schlieRender mehrmaliger IL-2 Applikation fur die Behandlung von Patienten mit einem fort-
geschrittenen Melanom aufgrund der Ergebnisse einer klinischen Phase Il Studie (NCT02360579) mit
einer ORR von 31,5% durch die FDA zugelassen (Chesney et al., 2022; Keam, 2024). Um bestehende
Limitierungen einer adoptiven TIL-Transplantation zu Uberwinden und eine weiter gesteigerte anti-
Tumor Aktivitat zu vermitteln, kdnnen allogene oder autologe T-Zellen genetisch modifiziert werden,

um nachfolgend einen TCR oder CAR mit definierter Antigen-Spezifitat zu exprimieren.
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Im Gegensatz zu TILs lassen sich T-Zellen fir die Generierung solcher Effektorzellen aus PBMCs ge-
winnen. Dies stellt nicht nur ein weniger invasives Verfahren dar, sondern tragt auch zu einer gréSe-
ren Menge verfiigbarer Zellen bei (Jin et al., 2018; Rohaan et al., 2019). Bedingt durch die Eigenschaf-
ten des TCR kbnnen T-Zellen Antigene jedoch nurim Komplex mit MHC-Molekilen (MHC-Restriktion)
erkennen. Tumorzellen mit aberranter Expression von MHC-Klasse-I Molekilen kdnnen sich folglich
einer Erkennung durch TCR-modifizierte T-Zellen entziehen. Einen Vorteil bieten hier synthetische
CARs, die gegen ein bestimmtes Oberflachen-assoziiertes Tumorantigen gerichtet sind und dieses in

seiner nativen Form erkennen (Waldman et al., 2020).

1.4.1 Chimare Antigenrezeptoren

Chimére Antigenrezeptoren (CAR) setzen sich im Allgemeinen aus einer extrazelluldren Antigen-
bindenden Domane und einem intrazelluldren, signaltransduzierenden Element zusammen. Die
genetische Modifikation von T-Zellen mit solch einem rekombinanten Transmembranprotein wurde
erstmals von Eshar und Kollegen im Jahr 1993 beschrieben (Eshhar et al., 1993). Durch die Expression
von CAR-Molekilen erlangen T-Effektorzellen eine definierte Antigen-Spezifitdt und Uberwinden
gleichzeitig die MHC-Restriktion, sodass sie auch maligne Zellen mit beeintrachtigter Antigen-
prozessierung oder aberranter MHC-Expression erkennen kénnen (Chmielewski et al., 2013). In der
Regel wird die Spezifitat eines CARs durch ein scFv-Antikorperfragment festgelegt (Abbildung 1.4).
In CAR-Konstrukten der 1. Generation wird die Antigen-bindende Domane Uber eine bewegliche
Gelenkregion (Hinge) und eine Transmembrandomane mit einem intrazellularen, ITAM-enthalten-
den Signaltransduktionselement wie CD3C oder FceRly verbunden (Boyiadzis et al., 2018). Durch die
integrierten ITAMs erfolgt nach Bindung des Rezeptors an seine Zielstruktur die intrazellulare
Signalweiterleitung und Aktivierung der CAR-exprimierenden Effektorzellen (Lindner et al., 2020;
Stambrook et al., 2017). Wahrend T-Zellen, ausgestattet mit einem CAR der 1. Generation, eine
spezifische Lyse Antigen-exprimierender Tumorzellen in vitro vermittelten, zeigten sie in klinischen
Studien zur Untersuchung ihrer Vertraglichkeit und Wirksamkeit nur moderate anti-Tumor Effekte
(Kershaw et al., 2006; Park et al., 2007; Till et al., 2008). Dies liel sich auf die geringe Persistenz im
Patienten und den Ubergang der verabreichten CAR-T-Zellen in einen anergischen Zustand zuriick-
fahren, welche durch eine fehlende Ko-Stimulation bedingt waren (Feins et al., 2019). Aufbauend
auf diesen Beobachtungen und unter Berlcksichtigung der Erkenntnis, dass fir die Aktivierung von
T-Zellen in der Regel zwei Signale erforderlich sind, wurden CAR-Konstrukte der 2. und 3. Generation
entwickelt, die durch eine oder zwei zusatzliche ko-stimulatorische Doméanen, bspw. CD28 oder

4-1BB, erweitert wurden.
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So konnte in praklinischen und klinischen Studien durch das Einbringen zusatzlicher Signaldomanen
nicht nur die Aktivitat, Expansion, Persistenz und Zytokinsekretion von T-Zellen gesteigert, sondern
insgesamt ein verbessertes Therapieansprechen erzielt werden (Carpenito et al., 2009; Kalos et al.,
2011; Savoldo et al., 2011; Song et al., 2012). Eine weitere Optimierung der CAR-basierten zelluldren
Immuntherapie wurde durch die Koexpression von immunmodulatorischen Zytokinen wie IL-7, IL-15
und IL-21 (4. Generation) realisiert, die sowohl die anti-Tumor Aktivitat und in vivo Persistenz der
transplantierten CAR-Effektorzellen als auch die endogene Immunantwort férdern sollen (Z. Zhang
et al,, 2021). Im Zusammenhang mit CAR-T-Zellen spricht man hierbei auch von armored CARs oder
TRUCKs (T cells redirected for universal cytokine killing), die bereits in klinischen Phase | Studien zur
Behandlung von hdmatologischen Malignitdten wie Lymphomen (NCT04684563) und soliden Tumo-
ren wie Neuroblastomen und Osteosarkomen (NCT03635632) untersucht werden (Lin et al., 2023;
Omer et al., 2022; Svoboda et al., 2022). Neben der ektopischen Expression immunmodulatorischer
Zytokine kdnnen CAR-T-Zellen der 4. Generation weitere Transgene wie beispielsweise Tumor-
spezifische Antikérper oder Chemokin- oder Zytokinrezeptoren exprimieren (Chmielewski et al.,

2011; Chmielewski & Abken, 2015; Foeng et al., 2022; Hawkins et al., 2021; Zhang et al., 2011).
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Abbildung 1.4. Schematischer Aufbau von chiméaren Antigenrezeptoren (CARs). Die Antigen-Spezifitat von CAR-Molekilen
wird meist durch eine single-chain fragment variable (scFv)-Domane eines Antikorpers vermittelt, welche Uber eine
Gelenkregion (Hinge) und eine Transmembrandomane mit einer intrazelluldren Signaltransduktionsdomane verknipft ist.
Wahrend CAR-Konstrukte der 1. Generation lediglich eine signaltransduzierende intrazellulare Doméane aufweisen, wurden
CARs der 2. und 3. Generation um eine bzw. zwei ko-stimulatorische Doméanen erweitert. Durch das Einbringen zusatzlicher
Transgene kdnnen CARs der 4. Generation, auch bezeichnet als armored CARs, immunmodulatorische Zytokine oder
Tumor-spezifische Antikorper sekretieren oder ausgewdhlte Zytokinrezeptoren exprimieren. Modifiziert nach (Brentjens &

Curran, 2017).
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Besonders bei der Therapie von Neoplasien der B-Zell-Linie werden durch den Einsatz der CAR-
Technologie beachtliche Erfolge erzielt, sodass die ersten beiden CD19-spezifischen CAR-T-Zell-
produkte Kymriah (Tisagenlecleucel) und Yescarta (Axicabtagen ciloleucel) fir die Behandlung von
Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) und bestimmten Formen des Non-Hodgkin-
Lymphoms im Jahr 2017 von der FDA und im Jahr 2018 durch die EMA zugelassen wurden (Albinger
etal., 2021; Seimetz et al., 2019). Bis heute folgte zudem die Zulassung der beiden CD19-spezifischen
CAR-T-Zelltherapeutika Tecartus (Brexucabtagen autoleucel) und Breyanzi (Lisocabtagen mara-
leucel) sowie der B-cell maturation antigen (BCMA)-spezifischen Produkte Abecma (Idecabtagene
vicleucel) und Carvykti (Ciltacabtagen autoleucel) durch die FDA und EMA (Mitra et al., 2023).
Darlber hinaus werden zurzeit CAR-basierte T-Zellprodukte in fast 1400 klinischen Studien erprobt
(https://clinicaltrials.gov/), was die enormen Erwartungen an CAR-basierte Immuntherapien ver-

deutlicht.

Trotz vielversprechender Ergebnisse bei der Behandlung von B-Zell-Malignomen, bei denen die
Antigenexposition durch zirkulierende Tumorzellen und gesunde B-Zellen bereits im Blut erfolgt und
somit eine schnellere Aktivierung und klonale Expansion der CAR-tragenden Effektorzellen
ermoglicht, stellt die erfolgreiche Therapie von soliden Tumoren nach wie vor eine groRe Heraus-
forderung dar. Grinde hierflr sind unzureichende Migration und Infiltration in das Tumorgewebe
und insbesondere die im TME vorherrschenden immunsuppressiven Bedingungen, die die Aktivitat,
Expansion und Persistenz der Effektorzellen einschranken (Guzman et al., 2023). Eine zusatzliche
Schwierigkeit ist zudem die begrenzte Anzahl der bisherig identifizierten Antigene, die sich flir CAR-
Therapien eignen, ohne dabei potenziell schwerwiegende Nebenwirkungen zu verursachen. Wie
bereits in einigen klinischen Studien beobachtet, kénnen TAA-spezifische CAR-T-Zellen eine
on-Target/off-Tumor Toxizitdt hervorrufen, bei welcher auch gesundes Gewebe geschadigt wird
(Flugel et al., 2023). Therapieerfolge bei soliden Tumorerkrankungen sind weiterhin erschwert
aufgrund der oft heterogenen Antigenexpression innerhalb einer Tumorpopulation und/oder des
Immunevasion-bedingten Verlusts der Zielantigene auf der Oberflache von Tumorzellen. Zur Erwei-
terung der Antigen-Spezifitdt wurden daher modulare Systeme wie bspw. sogenannte Adaptor-CARs
entwickelt, welche mit [6slichen Antikdrpermolekilen (Adaptormolekile) mit Spezifitat fir ein TAA
und das CAR-Molekil kombiniert werden und somit Effektor- und Tumorzellen vernetzen. Dies
ermoglicht unter anderem die Behandlung von Krebserkrankungen mit heterogener Antigen-
expression mit lediglich einem in Effektorzellen exprimierten CAR-Konstrukt in Kombination mit
multiplen Adaptormolekilen (Bachmann, 2019; Cho et al., 2018; Pfeifer Serrahima et al., 2023). Im
Allgemeinen kann die CAR-T-Zelltherapie mit leichten bis hin zu lebensbedrohlichen Begleiterschei-

nungen einhergehen. Eine haufig auftretende Nebenwirkung ist dabei das Zytokinfreisetzungs-
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syndrom (Cytokine release syndrome, CRS), das in Folge der Aktivierung und klonalen Expansion von
CAR-T-Zellen auftritt und eine systemische Entziindungsreaktion hervorruft, die bei schweren
Verldufen ein lebensbedrohliches Organversagen verursachen kann. AuBerdem wurden Neuro-
toxizitdten wie die CAR-T-Zell-assoziierte Enzephalopathie (CAR-T-cell-related encephalopathy
syndrome, CRES) oder das Immuneffektorzell-assoziierte Neurotoxizitdtssyndrom (Immune effector
cell-associated neurotoxicity syndrome, ICANS) beobachtet (Garcia Borrega et al., 2019; Neelapu et
al., 2017). Um solchen Reaktionen moglichst schnell entgegenzuwirken und das Sicherheitsprofil
einer CAR-T-Zell-Therapie zu erhéhen, wurden CARs mit integrierten Suizidgenen unter anderem
kodierend fiir eine induzierbare Form der Caspase-9 (iCasp) oder einen trunkierten EGF (Epidermal
growth factor)-Rezeptor (EGFRt) entwickelt (Gargett & Brown, 2014; Paszkiewicz et al., 2016). Eine
weitere Limitierung ergibt sich aus der Tatsache, dass zur Vermeidung einer Graft-versus-Host
Reaktion (Graft-versus-host disease, GvHD) bisher weitgehend autologe, ex vivo modifizierte
Effektorzellen eingesetzt werden, was die Isolierung korpereigener T-Zellen in ausreichenden
Mengen voraussetzt. Insbesondere bei vorbehandelten, immungeschwéachten Patienten kann dies
jedoch eine Herausforderung darstellen. Um solche Limitierungen einer T-Zell-basierten Therapie zu
Uberwinden, werden weitere Effektorzellen gegenwartig intensiv erforscht. Durch die Moglichkeit
der allogenen Transplantation ohne Ausldsung einer GvHD und den dadurch realisierbaren Einsatz
als off-the-shelf Produkt stellen besonders CAR-NK-Zellen eine wertvolle Alternative dar und werden

derzeit bereits in ersten klinischen Studien erprobt (Moscarelli et al., 2022).

1.4.2 Immuntherapie mit NK-Zellen

NK-Zell-basierte Immuntherapien haben in den letzten Jahren zunehmende Aufmerksamkeit ge-
wonnen, da sie als Effektorzellen des Immunsystems Tumorzellen effektiv eliminieren kénnen und
nach Transfusion in Patienten ein vorteilhaftes Sicherheitsprofil aufweisen (Page et al., 2024). Der
Grundstein der adoptiven NK-Zell-Therapie wurde durch eine Reihe klinischer Studien zur Behand-
lung verschiedener Malignitaten mit Lymphokin-aktivierten Killer (LAK)-Zellen gelegt, welche durch
eine ex vivo erfolgende Zytokin-Stimulation autologer Lymphozyten gewonnen werden (Grimm et
al., 1982, 1983; Rosenberg, 1985). Allerdings konnten durch deren Einsatz nur moderate anti-Tumor
Effekte erzielt werden. Neben dem Transfer von LAK-Zellen ist auch die Therapie mit ex vivo
kultivierten autologen NK-Zellen durch gewisse Limitierungen gekennzeichnet (Herberman, 1998;
Law et al., 1995; Rosenberg et al., 1985). So sind NK-Zellen von Krebspatienten haufig in ihrer Anzahl
reduziert und weisen funktionale Defekte auf, wodurch ihre anti-Tumor Wirkung beeintrachtigt ist

(Hu et al., 2019; Lizana-Vasquez et al., 2023).
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Im Gegensatz dazu wurde in Studien mit allogenen NK-Zellen, beruhend auf der Missing self-
Hypothese, ein gesteigerter Graft-versus-leukemia (GvL)-Effekt festgestellt (Ruggeri et al., 2002).
Dies lasst sich auf die sogenannte HLA-Inkompatibilitdt (Mismatch) zurlckfiihren. Dabei erkennen
allogene NK-Zellen keine HLA-Klasse-I Molekile des Empfangers, wodurch die fehlende Aktivierung
inhibierender KIR-Rezeptoren eine Alloreaktivitat auslost, sie sich jedoch nicht in einer generellen
GvHD manifestiert (Ruggeri et al., 1999). In Studien, unter anderem mit AML-Patienten, konnte
durch die Transplantation von haploidentischen NK-Zellen mit KIR-ligand Mismatch im Gegensatz zu
NK-Zellen ohne einen solchen Mismatch ein verbessertes Ansprechen und Engraftment erzielt
werden (Ruggeri et al., 2015). Entsprechend gilt ein KIR-ligand Mismatch heutzutage als wesentliche
Voraussetzung flr ein geeignetes Spenderprofil (Farag et al., 2002; Ruggeri et al., 2002). Einen
weiteren Vorteil einer NK-Zell-Therapie stellt die MHC-unabhéngige Zielzell-Erkennung dar.
Wéhrend Tumorzellen der T-Zell Uberwachung durch Herabregulation von MHC-Klasse-I Molekiilen
entgehen konnen, fordert dies basierend auf der Missing self-Hypothese die Erkennung durch NK-
Zellen. Zudem kénnen NK-Zellen als allogenes, off-the-shelf Zellprodukt genutzt werden, wahrend in
der CAR-T-Zelltherapie zur Vermeidung einer Alloreaktivitdt und GvHD bisher meist autologe T-

Zellen eingesetzt werden.

Wie bereits fir T-Zellen beschrieben, kdnnen auch NK-Zellen zur Steigerung ihrer antitumoralen
Aktivitat durch genetische Modifikation mit CAR-Molekilen ausgestattet werden. Im Gegensatz zu
T-Zellen, die groRe Mengen an proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNFa. sekretieren,
produzieren NK-Zellen hauptsachlich IFN-y und GM-CSF, wodurch das Risiko eines Zytokinsturms
verringert und eine zusatzliche Therapie mit Immunsuppressiva wie Kortikosteroiden oder
Tocilizumab, ein IL-6-Rezeptor spezifischer monoklonaler Antikorper, zur Einddmmung von schwe-
ren Nebenwirkungen vermieden werden kann (Brudno & Kochenderfer, 2019; Klingemann, 2014).
Ebenso ist das Risiko langanhaltender on-Target/off-Tumor Effekte durch die vergleichsweise kurze
Lebensdauer zirkulierender NK-Zellen deutlich geringer, was zu dem glinstigen Nebenwirkungsprofil
von NK-Zellen als Effektorzellen in der adoptiven Immuntherapie beitragt (Zhang et al., 2007). Dabei
konnen NK-Zellen aus unterschiedlichen Quellen, wie dem Nabelschnurblut, PBMCs und induzierten
pluripotenten Stammezellen (iPS), gewonnen und durch etablierte Methoden expandiert und nach
Bedarf modifiziert und aktiviert werden (Basar et al., 2020; Shimasaki et al., 2020). In einer klinischen
Phase I/Il Studie (NCT03056339) wurden aus Nabelschnurblut isolierte NK-Zellen mit einem retro-
viralen Vektor codierend fir einen anti-CD19-CAR sowie IL-15 und induzierbare Caspase-9 transdu-
ziert und fur die Therapie von Patienten mit rezidivierenden oder refraktdren B-Zell-Lymphomen

oder Leukdamien eingesetzt.
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Nach Verabreichung der CAR-NK-Zellen entwickelte kein Patient schwerwiegende Nebenwirkungen
wie CRS, Neurotoxizitdt oder GvHD (Liu et al., 2020). Die Behandlung zeigte 100 Tage nach Verab-
reichung der NK-Zellen eine vielversprechende Ansprechrate (ORR) von 48,6%. Nach einem Jahr lag
das Gesamtiberleben bei 68%, wobei die Krankheit bei 32% der Patienten nicht weiter fortgeschrit-
ten war (PFS) (Marin et al., 2024). Ein weiterer vielversprechender Ansatz kombiniert den NKCE
AFM13 mit Spezifitat fir CD30 und CD16 mit aus dem Nabelschnurblut isolierten aktivierten NK-
Zellen. Im Vergleich zum alleinigen Einsatz des Antikdrpers oder der aktivierten NK-Zellen resultierte
die Kombination aus NKCE und NK-Zellen in der effektiven Eliminierung von CD30-positiven
Lymphomzellen in vitro und in vivo. Diese Strategie wird derzeit in einer klinischen Phase I/1l Studie
zur Behandlung von Patienten mit rezidivierenden oder refraktdren Hodgkin oder Non-Hodgkin-
Lymphomen eingesetzt (NCT04074746) (Kerbauy et al., 2021). Ebenso wird die Vertraglichkeit,
Pharmakokinetik und Wirksamkeit von genetisch modifizierten, durch gezielte Differenzierung aus
induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnenen NK-Zellen bereits in klinischen Studien unter-

sucht (Ran et al., 2022; Zhang et al., 2022; NCT04245722; NCT05336409).

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse, die mit primaren NK-Zellen erzielt wurden, ist deren
Gewinnung, Expansion und genetische Modifikation noch immer mit einem hohen technischen und
finanziellen Aufwand verbunden. Eine valide Alternative zu Primdrmaterial stellt daher der Einsatz
etablierter NK-Zelllinien dar, die kryokonserviert und nach Bedarf in kosteneffizienten Verfahren
expandiert werden kdénnen. Da Zelllinien meist von einem Einzelklon abstammen, weisen sie einen
gut charakterisierten, homogenen Phanotyp auf, was eine Standardisierung klinischer Produkte
ermoglicht. Weitere Vorteile der Verwendung von Zelllinien sind deren kontinuierliches Wachstum
und die vergleichsweise einfache Gewinnung reiner genetisch modifizierter Zellpopulationen durch
Methoden wie Fluorescence-activated cell sorting (FACS) (Klingemann, 2023). Mehrere etablierte
NK-Zelllinien wie beispielsweise NKL, NK3.3, YT oder NK101 werden praklinisch in Ansatzen zur
Immuntherapie untersucht. Jedoch weisen diese teilweise unerwiinschte Eigenschaften wie die
Infektion mit reaktivierbaren Epstein-Barr-Viren (EBV) auf, wodurch sie flir einen therapeutischen
Einsatz im Menschen ungeeignet sind (Kihnel et al.; in press). Lediglich die IL-2 abhangige NK-
Zelllinie NK-92 wird bisher in klinischen Studien zur Krebsimmuntherapie eingesetzt. Die NK-92
Zelllinie wurde urspringlich aus dem Blut eines 50-jdhrigen Patienten mit fortgeschrittenem Non-
Hodgkin-Lymphom isoliert und weist eine hohe zytotoxische Aktivitdt gegentber unterschiedlichen
Malignitaten auf (Gong et al., 1994). Dies lasst sich vor allem auf die Expression multipler aktivieren-
der Rezeptoren (NKp30, NKp46, 2B4, NKG2D, NKG2E, CD28) bei gleichzeitiger Abwesenheit inhibie-
render Rezeptoren mit Ausnahme von KIR2DL4, CD94/NKG2A und LIR1 zurlckfihren. Die zyto-

toxische Aktivitdt von NK-92 wird vorwiegend durch die Sekretion zytotoxischer Granula vermittelt,
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kann jedoch auch durch die Expression von Todesliganden (TNFa, FasL und TRAIL) induziert werden
(Maki et al., 2004). Das therapeutische Potenzial von NK-92 Zellen wurde dabei in zahlreichen in vitro
und in vivo Studien gezeigt. Wahrend unterschiedliche Tumor-Zelllinien effizient lysiert wurden,
zeigten NK-92 keine Reaktivitat gegenlber gesunden PBMCs oder hamatopoetischen Stammzellen
(Hematopoietic stem cell, HSC) (Maki et al., 2003; Tam et al., 2004; Yan et al., 1998). Obwohl keine
Langzeitpersistenz von NK-92 Zellen in Tiermodellen festgestellt werden konnte (Tam et al., 1999;
Yan et al., 1998), werden diese fiir eine klinische Anwendung vor Infusion bestrahlt, um die mogliche
Entstehung sekundarer Lymphome aufgrund des malignen Ursprungs zu vermeiden. Dabei kommt
es bei einer Dosis von 10 Gy zum vollstdndigen Arrest der Proliferation von NK-92, wahrend
Zytotoxizitat und Zytokinproduktion der Zellen fir 16-24 Stunden vollstéandig erhalten bleiben und
danach nur graduell abnehmen (Maki et al., 2004; Navarrete-Galvan et al., 2022; Schonfeld et al.,
2015). In vier Phase | Studien wurde die Sicherheit und die Effizienz einer adoptiven Immuntherapie
mit bestrahlten NK-92 Zellen erprobt. Zusammenfassend wurde in allen Studien gezeigt, dass eine
wiederholte Behandlung auch mit hohen Zellzahlen nicht zu schwerwiegenden Nebenwirkungen
fihrte und generell gut vertraglich war. Zudem wurde bei 36% der Patienten eine klinische Aktivitat
festgestellt, die eine Verkleinerung des Tumors und partielle Remissionen umfasste (Arai et al., 2008;

Boyiadzis et al., 2017; Klingemann, 2023; Tonn et al., 2001, 2013; Williams et al., 2017).

Auch die anti-Tumor Effekte von NK-92 Zellen kénnen durch die genetische Modifikation mit CAR-
Molekilen gesteigert werden (Uherek et al., 2002; Zhang et al., 2017). Neben CAR-exprimierenden
NK-92 Zellen mit einer Spezifitat fir Leukdmie- oder Lymphom-assoziierte Antigene wie CD19, CD20
und Flt-3 wurden auch CAR-NK-92 Zellen generiert, die Antigene solider Tumorerkrankungen wie
beispielsweise ErbB2 (HER2), EpCAM, GD2, EGFR und EGFRvIIl erkennen (Bodden et al., 2023; Esser
et al., 2012; GenRler et al., 2015; Muller et al., 2008; Oelsner et al., 2017, 2019; Sahm et al., 2012;
Schonfeld et al.,, 2015). Im Vergleich zu parentalen NK-92 Zellen zeigten die erwahnten CAR-
Effektorzellen in praklinischen in vitro und in vivo Modellen eine gesteigerte spezifische Lyse Antigen-
exprimierender Tumorzellen. Zurzeit werden CAR-modifizierte NK-92 Zellen in finf klinischen Stu-
dien erprobt (Pan et al., 2022). Dabei wurde die Phase | Studie CAR2BRAIN (NCT03383978) zur Be-
handlung von Glioblastom-Patienten mit ErbB2-spezifischen CAR-NK-92 Zellen (NK-92/5.28.z) unter
Beteiligung unserer Arbeitsgruppe initiiert (Burger et al., 2019, 2023). Das Good manufacturing
practice (GMP)-konforme Zellprodukt NK-92/5.28.z, das in dieser Studie eingesetzt wird, ist ein hoch
zytotoxischer und umfassend charakterisierter Einzelzellklon, der durch lentivirale Transduktion von
NK-92 Zellen mit einem ErbB2-spezifischen CAR der 2. Generation (CD28/CD3() gewonnen wurde
(Nowakowska et al., 2018; Schonfeld et al., 2015).
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Im abgeschlossenen ersten Teil der Studie wurde die Sicherheit und Machbarkeit einer einzelnen
intrakraniellen Injektion von bis zu 1x10® Zellen wahrend einer Rezidiv-Operation gezeigt. Schwere
Nebenwirkungen wie CRS oder ICANS traten ebenso wenig auf wie eine humorale Immunantwort
gegenlber den applizierten CAR-NK-92 Zellen. Bei den behandelten Patienten betrug das mittlere
PFS 7 Wochen und das OS 31 Wochen. In der nachfolgend untersuchten Expansions-Kohorte wurden
Patienten bis zu 12 Wochen lang wochentlich lokal mit bestrahlten NK-92/5.28.z Zellen behandelt.
Das Ansprechen der Patienten auf die Therapie wird zurzeit klinisch bewertet (Burger et al., 2019,

2023).

Basierend auf den in Abschnitt 1.4.1 beschriebenen CAR-Konstrukten der 4. Generation zielt ein
weiterer Ansatz unserer Arbeitsgruppe auf die Koexpression des IL-15 Superagonisten RD-IL15 in
CAR-tragenden NK-92 Zellen ab (Abbildung 1.5) (Hacker, unpubliziert; Bodden et al., 2023; Kiefer et
al., 2024; Mdller, 2012). Rekombinantes IL-15 gilt aufgrund seiner positiven Wirkung auf die Ent-
wicklung, Aktivierung und das Uberleben von CD8* T-Zellen, NKT-Zellen, y8-T-Zellen und NK-Zellen
als vielversprechende Alternative zu den als Monotherapie genutzten Zytokinen IL-2 und IFN-ct.
Allerdings flhrte die klinische Anwendung von IL-15 zu keinen bedeutenden Therapieeffekten
(Sindaco et al., 2023). Dies lasst sich auf die kurze Halbwertszeit von IL-15 und eine schwache in vivo
Aktivitat bedingt durch die fehlende Assoziation mit der IL-15 Rezeptor a (IL-15Ra) Kette und der
dadurch ausbleibenden Transprasentation zuriickfiihren. Unter physiologischen Bedingungen inter-
agiert IL-15 im endoplasmatischen Reticulum der IL-15 produzierenden Zelle mit der IL-15Rat Unter-
einheit und wird als Komplex an die Oberflache transportiert, wodurch eine anschlieRende Wechsel-
wirkung mit dem sogenannten Intermediate affinity Rezeptor bestehend aus der IL-2/IL-15 Rezeptor
[-Kette und der gemeinsamen y-Kette auf der Oberfldche von benachbarten Effektor-T-Zellen, T-
Gedachtniszellen und NK-Zellen moglich wird. Der Komplex der drei Rezeptor-Untereinheiten wird
auch als High affinity Rezeptor bezeichnet (Abbildung 1.5) (Jabri & Abadie, 2015). Um die biologische
Aktivitat von IL-15 zu steigern, wurden zum einen Mutationen eingefthrt, die die Affinitat des
Zytokins fur seinen Rezeptor erhohen. Dabei erwies sich der Austausch von Asparagin 72 zu
Asparaginsdure (N72D) mit einer 4-5-fachen Steigerung der biologischen Aktivitat als besonders
vorteilhaft (Zhu et al., 2009). Eine weitere Optimierung des stimulierenden Potenzials konnte durch
eine kovalente Verknipfung von IL-15 mit der IL-15Ra Sushi-Domaéane erreicht werden, die einen
GrofRteil der fir die Zytokinbindung relevanten strukturellen Elemente enthalt. Im Vergleich zu 18sli-
chem IL-15 ahmen solche als Superagonisten bezeichnete Fusionsproteine die physiologische Trans-
prasentation nach und zeigen eine bis zu 50-fach hohere Aktivitat als natirliches IL-15 (Han et al,,
2011). In laufenden Studien zur Behandlung von Lymphom-Patienten werden daher grofitenteils
IL-15 Superagonisten eingesetzt (Knudson et al., 2020).
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Um die fur eine Zytokin-Therapie Ublichen Nebenwirkungen (Fieber, Hypothonie, Appetitlosigkeit,
Neutropenie und Anadmie) zu vermeiden, werden sie dabei meist in geringen Mengen und mit
weiteren Krebstherapeutika wie Rituximab kombiniert verabreicht (Foltz et al., 2021; Robinson &
Schluns, 2017). Erst kirzlich wurde der IL-15 Superagonist ANKTIVA (N-803), ein Fusionsprotein
bestehend aus IL-15 (N72D), der Sushi-Domane des IL-15Ra und einer 1gG1-Fc-Doméne, flr die
Behandlung von nicht-muskelinvasivem Harnblasenkarzinom (Non-muscle-invasive bladder cancer,
NMIBC) in Kombination mit BCG (Bacille Calmette-Guérin) durch die FDA zugelassen (ImmunityBio,
2024.). Bei BCG handelt es sich um einen Tuberkulose-Impfstoff mit abgeschwéachten Erregern der
Rinder-Tuberkulose, der bei der Behandlung von Blasenkrebs eingesetzt wird, um eine lokale
Inflammation und Immunaktivierung hervorzurufen (Mukherjee et al., 2021). In der zugehorigen
Phase II/1ll Studie (NCT03022825) konnte nach intravesikularer Instillation von BCG und N-803 in 58
von 82 Patienten (71%) ein vollstandiges Ansprechen (Complete response, CR) mit einer durch-
schnittlichen Dauer von 26,6 Monaten erzielt werden (Chamie et al., 2022). Auch der in dieser Arbeit
eingesetzte IL-15 Superagonist RD-IL15 ist von der Struktur des IL-15/IL-15Ra-Komplexes abgeleitet,
beinhaltet jedoch keine zuséatzliche IgG1-Fc-Doméane (Abbildung 1.5). Die Koexpression von RD-IL15
in CAR-NK-92 Zellen soll dabei der Optimierung des im nachfolgenden Abschnitt 1.4.3 beschriebenen
Kombinationsansatzes aus einem bispezifischen Antikérper und NKG2D-CAR-exprimierenden NK-92

Zellen dienen.

Antigenprésentierende
Zelle

g
RS

IL-15Ra

RD-IL15
IL-15Ra
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| T-Geddachtniszelle
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Abbildung 1.5. Ableitung des IL-15 Superagonisten RD-IL15. Das Zytokin IL-15 assoziiert im endoplasmatischen Reticulum
antigenprasentierender Zellen mit dem IL-15 Rezeptor a (IL-15Ra) und wird anschlieRend als Komplex auf der Oberflache
prasentiert. Durch Bindung an den Komplex aus den IL-2/IL-15R3- und y-Untereinheiten (yc) auf der Oberflache von NK-
und T-Zellen bildet sich ein High affinity Rezeptor aus. Basierend auf der unter physiologischen Bedingungen statt-
findenden Transprasentation von IL-15 im Komplex mit IL-15Ra wurde ein in seiner Aktivitdt und Halbwertszeit optimierter
IL-15 Superagonist (RD-IL15) abgeleitet, der sich aus der Sushi-Domane des IL-15Ra und einer mutierten Form von IL-15

(N72D), verknlpft Gber einen kurzen Peptidlinker, zusammensetzt. Weitere Details sind dem Text zu entnehmen.
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1.4.3 Kombinationstherapie aus NKG2D-CAR modifizierten NK-92 Zellen und einem

bispezifischen Antikorper

Neben dem alleinigen Einsatz von BiKEs oder TriKEs zur Behandlung von Tumorerkrankungen stellt
deren Kombination mit zytotoxischen CAR-exprimierenden Effektorzellen eine weitere, in dieser
Arbeit verfolgte und im Folgenden naher beschriebene Strategie dar. Ein bekanntes Problem bei der
Behandlung von Krebserkrankungen sind Immune escape Mechanismen, die es Tumorzellen er-
moglichen, das korpereigene Immunsystem umzuprogrammieren oder fehlzuleiten und so einer
Immunabwehr zu entgehen. Insbesondere NK-Zellen sind fir die initiale Abwehr von Tumorzellen
wichtig, wobei unter anderem der aktivierende Rezeptor NKG2D, der NK-Zellen die Erkennung und
Eliminierung von Tumorzellen durch ihre Expression von stressinduzierten NKG2D-L ermoglicht, eine
Rolle spielt. Der dabei entstehende Selektionsdruck kann jedoch das Auswachsen von Tumorzell-
varianten fordern, die durch eine reduzierte Liganden-Expression auf der Oberflache der Tumor-
zellen oder die Freisetzung von proteolytisch prozessierten, |6slichen Liganden (Ligand shedding) der
NKG2D-vermittelten Immunabwehr entgehen (Abbildung 1.6) (Lazarova & Steinle, 2019; Schmiedel
& Mandelboim, 2018). Durch die Bindung loslicher Liganden an NKG2D kann zudem dessen
Endozytose und Degradierung induziert werden (Groh et al., 2002). Ebenso wurde gezeigt, dass
NKG2D-L auf leukamischen Stammzellen (Leukaemic stem cell, LSC) abwesend sind, sodass NKG2D-
basierte Therapien zur Behandlung von AML-Patienten trotz initialer anti-Tumor Effekte ein erhohtes
Risiko eines Rezidivs aufgrund des Auswachsens von NKG2D-L negativen LSCs bergen (Paczulla et al,,
2019). Zusammen weisen diese Beobachtungen auf die Notwendigkeit eines Therapieansatzes hin,
welcher NKG2D-exprimierende Immuneffektorzellen auch in Richtung NKG2D-L negativer Tumor-
zellen umleitet. Ein in unserer Arbeitsgruppe verfolgter und in dieser Arbeit weiterentwickelter
Ansatz ist dabei der Einsatz bispezifischer Antikorper (NKG2D-binding antibody, NKAB), welche Uber
die gleichzeitige Bindung von NKG2D und eines TAA wie ErbB2 (HER2) (NKAB-ErbB2) NKG2D-
exprimierende primare Zellen mit ErbB2-positiven Tumorzellen vernetzen und die Tumorzell-Lyse

vermitteln (Abbildung 1.6) (C. Zhang et al., 2021).
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Abbildung 1.6. Umleitung der NKG2D-vermittelten Tumorzell-Lyse. Unter physiologischen Bedingungen kénnen NK-Zellen
Tumorzellen Gber die Expression von stressinduzierten NKG2D-L durch ihren aktivierenden Rezeptor NKG2D erkennen und
beseitigen. Aufgrund des Selektionsdrucks kénnen jedoch Tumorzellen auswachsen, die Uber unterschiedliche Mecha-
nismen der NKG2D-basierten Erkennung entgehen. Um dennoch eine NKG2D-vermittelte Lyse von Liganden-negativen
Tumorzellen zu erreichen, wurde ein bispezifischer Antikorper entwickelt, welcher sowohl NKG2D auf NK-Zellen als auch
das TAA ErbB2 (HER2) auf Tumorzellen erkennt (NKAB-ErbB2). Auf diese Weise werden NKG2D-exprimierende Effektor-
zellen unabhangig von der NKG2D-L Expression mit ErbB2-positiven Tumorzellen vernetzt. Weitere Erlduterungen sind dem

Text zu entnehmen. TAA — Tumor-assoziiertes Antigen, NKG2D-L — NKG2D Liganden.

Die therapeutische Wirkung des NKAB-ErbB2 Molekils ist maRgeblich von der NKG2D-Expression
auf Effektorzellen abhangig. Um diese zu steigern, wurden NK-92 Zellen mit einem NKG2D-CAR
(NKG2D-based activating receptor, NKAR) versehen, welcher anstelle einer Antigen-spezifischen
scFv-Domane flr die Zielzellerkennung den extrazellularen Bereich von humanem NKG2D tragt
(detailliertim Ergebnisteil beschrieben). Die so generierten Zellen (NKAR-NK-92) zeigten im Vergleich
zu parentalen NK-92 Zellen eine gesteigerte NKAR/NKG2D-Expression und in Kombination mit NKAB-
ErbB2 ein verstarktes zytotoxisches Potenzial gegenlber ErbB2-exprimierenden Brustkrebs- und
Glioblastom-Zelllinien. Zusatzlich wurde eine gesteigerte Lyse NKG2D-L positiver Tumorzellen durch
NKAR-NK-92 Zellen auch in Abwesenheit von NKAB-Molekilen beobachtet (C. Zhang et al., 2021).
Dies macht deutlich, dass die generierten NKAR-NK-92 Zellen im Fall von Liganden-positiven Zellen
sowohl allein als auch in Kombination mit einem fir Tumorzellen spezifischen NKAB-Molekdl
wirksam sind. Zudem interagieren NKAB-Molekile sowohl mit endogenem NKG2D als auch dem
synthetischen NKAR-Molekil und vermitteln so die Zytotoxizitat gegenlber Antigen-exprimierenden
Tumorzellen (Abbildung 1.7). Ein weiterer Vorteil des experimentellen Ansatzes konnte in Versuchen

mit 16slichem MICA (sMICA) gezeigt werden (C. Zhang et al., 2021). Dabei wurde die zytotoxische
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Aktivitdat von NKAR-NK-92 Zellen gegentber der Brustkrebs-Zelllinie MDA-MB453 durch an
NKG2D/NKAR gebundenes sMICA inhibiert, das proteolytisch prozessiertes MICA nachbildet. Die
Zytotoxizitat von NKAR-NK-92 Zellen konnte jedoch durch die Zugabe von NKAB-ErbB2 wieder her-
gestellt werden. Darlber hinaus zeigten durchflusszytometrische Analysen, dass die Bindung von
sMICA an NKAR-NK-92 Zellen in der Anwesenheit von NKAB-ErbB2 abnahm. Dies stitzt die Hypo-
these, dass NKAB-ErbB2 sMICA aus dem Komplex mit NKG2D/NKAR verdriangen und somit einer
durch 16sliche NKG2D-L vermittelten Immunsuppression entgegenwirken kann. Neben vielver-
sprechenden in vitro Daten konnte die antitumorale Wirkung des Therapieansatzes auch in einem
immunkompetenten Mausmodell gezeigt werden. Durch die Kombination aus NKAR-NK-92 Zellen
und NKAB-ErbB2 wurde das Wachstum von murinen Glioblastomzellen, die das humane ErbB2
Zielantigen exprimieren, verlangsamt. In 7 von 9 Mdusen waren dabei 3 Monate nach der letzten
Behandlung keine Tumoren mehr nachweisbar. Entsprechend der Kinetik des Tumorwachstums
konnte auch das mittlere symptomfreie Uberleben nach Applikation von NKAR-NK-92 Zellen zu-
sammen mit NKAB-ErbB2 im Vergleich zu einer Applikation von NKAR-NK-92 Zellen allein (36,5 Tage)
oder einer Kombination von parentalen NK-92 Zellen und NKAB-ErbB2 (46 Tage) signifikant ver-
langert werden (115 Tage) (C. Zhang et al., 2021).

NKAR-NK-92 NKAR-NK-92

Perforin

Perforin -« . Granzyme

Granzyme

Tumor-Zelle

Abbildung 1.7. Kombinationsansatz aus bispezifischen Antikérpern (NKAB) und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92
Zellen. Durch das Einbringen eines NKG2D-basierten CAR in NK-92 Zellen (NKAR-NK-92) kénnen diese NKG2D-L positive
Tumorzellen direkt sowie Gber die Bindung eines bispezifischen Antikdrpers mit Spezifitat fir NKG2D/NKAR und ein ent-
sprechendes Tumorantigen erkennen und die spezifische Lyse vermitteln. TAA — Tumor-assoziiertes Antigen, NKG2D-L —

NKG2D Liganden.
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1.5 Ziel der Arbeit

Eine groRe Herausforderung bei der Entwicklung immuntherapeutischer Ansatze zur Behandlung
von Krebserkrankungen ist die Identifizierung geeigneter Zielstrukturen. Oftmals werden aus-
gewahlte Tumorantigene auch auf gesundem Gewebe exprimiert und bergen somit die Gefahr von
on-Target/off-Tumor Effekten. Aufgrund ihrer gesteigerten, meist exklusiven Expression auf
malignen Zellen gelten NKG2D-L als universelle Zielstruktur fir die adoptive Immuntherapie mit
Effektor-Lymphozyten, die endogen NKG2D exprimieren oder mit einem NKG2D-basierten CAR
ausgestattet sind (Curio et al., 2021; Demoulin et al., 2017). Autologe NKG2D-CAR-T-Zellen haben in
klinischen Phase | Studien zur Behandlung von akuter myeloischer Leukdamie, myelodysplastischen
Syndromen oder multiplem Myelom neben einem akzeptablen Sicherheitsprofil eine anti-
leukamische Aktivitdt in einem Teil der behandelten Patienten gezeigt. Jedoch konnte keine
dauerhafte anti-Tumor Aktivitdt beobachtet werden (Baumeister et al., 2019; Sallman et al., 2018,
2023). Mogliche Ursachen dafir stellen die fehlende oder schwache Expression von NKG2D-L auf
Krebsstammzellen sowie die proteolytische Abspaltung von Liganden dar (Ibafiez-Navarro et al,,

2023; Paczulla et al., 2019; Salih et al., 2002).

Um die Erfolgsaussichten NKG2D-basierter Immuntherapien zu verbessern, wurden daher
bispezifische Killerzell-Engager (BiKE oder NKCE) entwickelt, die gleichzeitig NKG2D und ein Tumor-
assoziiertes Oberfldchenantigen binden kénnen und so die Interaktion NKG2D-exprimierender
Lymphozyten und Antigen-positiver Tumorzellen unabhangig von der NKG2D-Ligandenexpression
ermoglichen (Kellner et al., 2013; Peipp et al., 2022). Auch in einer friiheren Arbeit der Gruppe wurde
ein bispezifischer Antikorper (NKAB-ErbB2) generiert, welcher an NKG2D und das Tumor-assoziierte
Antigen ErbB2 (HER2) bindet. Mit Hilfe dieses Killerzell-Engagers wurden nicht nur zytotoxische
Lymphozyten mit endogener NKG2D Expression auf ErbB2-positive Krebszellen umgelenkt, sondern
auch die spezifische anti-Tumor Aktivitat von genetisch modifizierten NKG2D-CAR-exprimierenden

NK- und T-Zellen deutlich gesteigert (C. Zhang et al., 2021).

Darauf aufbauend war ein Ziel dieser Arbeit die Weiterentwicklung von NKAR-NK-92 Zellen, die durch
die Sekretion des IL-15 Superagonisten RD-IL15 eine autokrine Aktivierung der Produzentenzellen
ermoglichen und zu einer parakrinen Stimulation umliegender Immunzellen beitragen sollen. Nach
der Ableitung entsprechender NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen wurde die Sekretion von RD-IL15 und
seine Wirkung sowohl auf die Aktivierung und Proliferation produzierender Zellen als auch auf das
Wachstum und die antitumorale Aktivitdt umgebender primérer Immunzellen in vitro untersucht.
Um zu Uberprifen, ob ahnliche Molekile wie NKAB-ErbB2 zur Behandlung anderer Tumorentitaten
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eingesetzt werden kdnnen, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, NKAB-Molekille mit Spezifitat fur
EGFR (Epidermal growth factor receptor) und die B-Zell-Antigene CD19 und CD20 zu entwickeln und
deren Funktionalitat und anti-Tumor Aktivitat in Kombination mit NKG2D/NKAR-exprimierenden
Immuneffektorzellen zu erproben. Dabei wurde auch untersucht, inwiefern die Kombination zweier
NKAB-Molekiile mit unterschiedlicher Spezifitdt zusammen mit NKAR-NK-92 Derivaten fir die Be-

handlung von Tumorpopulationen mit heterogener Antigenexpression geeignet ist.
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2 Material

2.1 Laborgerate und Apparaturen

In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Laborgerate und Apparaturen aufgefthrt.

Tabelle 2.1. In dieser Arbeit verwendete Gerate und Apparaturen.

Bezeichnung Hersteller

Autoklav FVS2 * UWK 20.0 Fedegari (Frankfurt am Main)
Akta-FPLC-Anlage GE Healthcare (MUnchen)

Bestrahlungseinheit Biobeam GM 2000 (Gamma Service Medical, Leipzig)
Brutschranke COz-Inkubator: Binder (Tuttlingen)

Mikrobiologischer Inkubator: Heraeus (Hanau)

Durchflusszytometer: BD Biosciences (Heidelberg)

FACSAria Fusion

FACSCanto Il
LSRFortessa
Einfrierhilfe CoolCell LX: BioCision (Weinheim)

Mr. Frosty: Nalgene (Rochester, USA)
Elektrophoresekammer Agarosegele: BioRad (Feldkirchen)

SDS-Page: BioRad (Feldkirchen)
Gefrierschranke -20 °C: Liebherr (Biberach an der RiR)

-80 °C: New Brunswick/Eppendorf (Hamburg)
Geldokumentationssystem Fusion Fx7: Peglab (Erlangen)
Heizblock Bio-Techne (Wiesbaden)

Infrared Imaging System Li-COR Odyssey  Li-COR Biosciences (Bad Homburg)

Inkubationsschuttler HAR Multitron: Infors (Bottmingen, Schweiz)
Kuhlschranke Liebherr (Biberach an der RiR)
Magnetrihrer IKA Mag RCT (Staufen)

Mikroskope Nikon TMS: Nikon (Heidelberg)

Axiovert 25: Zeiss (Oberkochen)

CQ1: Yokogawa (Ratingen)
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Material

Hersteller

Mikrotiterplatten-Lesegerat
Mikrowelle

Netzgerate

PCR-Maschine

pH-Meter

Pipetten und Pipettierhilfe

Rollenmischer

Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine

Sonifikator

Spektrophotometer

Sterilbank

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
Vortex-Gerat

Waage

Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifugen

SpectraMax iD3: Molecular Devices (Minchen)

Severin (Sundern)

PowerPac 300: BioRad (Feldkirchen)

Biometra ® T3000 Thermocycler RT-PCR: Biometra (Gottingen)
MP220: Mettler Toledo (GieRen)

P2, P20, P200, P1000 Pipetten: Gilson (Berlin)

Pipetboy acu: Integra Biosciences (Biebertal)
RMS5-30V: CAT-Ing. (Ballrechten-Dottingen)

XR 24 Pro: Dirr Dental (Bietigheim-Bissingen)

Bioruptor: Diagenode (Seraing, Belgien)

Anthos Reader 2001: Anthos Labtec Instruments (Salzburg,
Osterreich)

Evolution 60: Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Nanodrop 1000: Thermo Fischer Scientific (Dreieich)

Sterilbank (Klasse 2): CleanAir by Baker (Utrecht, Niederlande)

Mikrobiologische Sterilbank: HeraSafe, Heraeus (Hanau)
Bio-Rad (Feldkirchen)

Vortex-Genie 2: Fisher Scientific (Schwerte)

Explorer: OHaus (Nanikon, Schweiz)

Elix Essential: Merck Millipore (Darmstadt)

LAUDA-GFL (Burgwedel)

Avanti™ J-25; Beckmann Coulter (Krefeld)
Biofuge pico: Heraeus (Hanau)

Megafuge 1.0R: Heraeus (Hanau)

Mikro 22R: Hettich (Tuttlingen)

Rotina 46R: Hettich (Tuttlingen)

Z 160M: Hermle Labortechnik (Wehingen)
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien, die in dieser Arbeit genutzt wurden, sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.

Tabelle 2.2. Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Hersteller

Autoradiographie-Film

Dialyseschlauch

Einmal-Klvetten

Filterspitzen

Kryoréhrchen

HisTrap™ HP Saule

Protein-G Saule

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranfilter

Plastikwaren

Sterilfilter (0,22 pum; 0,45 um)

Zahlkammer

Zellkultureinsatze (ThinCERT™ Cell Culture Inserts)

Amicon™ Zentrifugalfiltereinheiten (MWCO 50 kDa)
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Super RX: Fujifilm Europe (Dusseldorf)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (NUmbrecht)

Fisher Scientific (Schwerte)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

GE Healthcare (MUnchen)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Merck Millipore (Darmstadt)

Corning (Kaiserslautern), Greiner Bio-One
(Frickenhausen), BD Biosciences (Heidelberg),
Sarstedt (NUmbrecht), Thermo Fisher Scientifc
(Dreieich), Ibidi (Grafelfing)

Merck Millipore (Darmstadt)

KOVA® GLASSTIC® Slide 10: KOVA International
(Amsterdam, Niederlande)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Merck Millipore (Darmstadt)



2.3 Chemikalien und Reagenzien

Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind in Tabelle 2.3 aufgefihrt.

Tabelle 2.3. In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Bezeichnung

Hersteller

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Calcein Violet AM

CellTrace™ CFSE

CellTrace™ FarRed

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Brilliant Blue R-250
DAPI

Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTP Mix

ECL Western Blotting Substrate
Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FuGene® 4K Transfektionsreagenz
Imidazol

lonomycin

Isopropanol

Magermilchpulver
Natriumdodecylsulfat (SDS)

NucView® 488 Caspase-3 Substrat
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Peglab (Erlangen)

Carl Roth (Karlsruhe)

InGen (Toulouse, Frankreich)
Carl Roth (Karlsruhe)
Invitrogen (Darmstadt)
Invitrogen (Darmstadt)
Invitrogen (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Promega (Walldorf)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Carl Roth (Karlsruhe)

Fluka® Analytical (Minchen)
Carl Roth (Karlsruhe)

Biotium, Inc. (Fremont, USA)
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Bezeichnung

Hersteller

PhosSTOP™

PMA

Poly-L-Lysin

Polybren

Polyethylenimin, 25 kDa linear (PEI)
Propidiumiodid

Q5 High GC-Enhancer
Q5-Polymerase

Restriktionsenzyme

RosetteSep™ Human NK Cell Enrichment Cocktail
[-Mercaptoethanol

T4-DNA-Ligase
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

TWEEN® 20

2.4 Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck Millipore (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
New England Biolabs (Frankfurt am Main)
New England Biolabs (Frankfurt am Main)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)

Stemcell™ Technologies (KéIn)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Merck Millipore (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

In Tabelle 2.4 sind die in dieser Arbeit genutzten Puffer und Losungen aufgelistet.

Tabelle 2.4. Verwendete Puffer und Losungen.

Puffer und Lésungen

Zusammensetzung/Hersteller

0,05% Trypsin/EDTA-LGsung
0,4% Trypanblau-Lésung
Bradford-Reagenz

CutSmart® Puffer
DNA-GroRenstandard, 1 kb plus
DNA-Ladepuffer

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS)
1x und 10x

Gibco (Schwerte)

Gibco (Schwerte)

Bio-Rad (Feldkirchen)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)

Gibco (Schwerte)
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Puffer und Lésungen Zusammensetzung/Hersteller
Erythrozyten-Lysepuffer Pharm Lyse™ BD Biosciences (Heidelberg)

Ethidiumbromidldsung Carl Roth (Karlsruhe)

GolgiStop BD Biosciences (Heidelberg)

Hoechst 33342 Invitrogen (Darmstadt)

Lymphocyte Separation Medium PromoCell (Heidelberg)

Matrigel (Growth factor reduced) Corning (Kaiserslautern)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Phosphate-buffered saline-Tween 20 (PBS-T) 8,06 mM NayHPQOy4, 1,47 mM KH,PO4, 137 mM NaCl,

2,67 mM KCl, 0,05% [v/v] Tween 20, pH 7,5

Q5-Polymerasepuffer New England Biolabs (Frankfurt am Main)
T4-DNA-Ligase Puffer (10x) New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE) 1 mM EDTA, 40 mM Tris, pH 8,0 eingestellt mit
Eisessig
Tris-buffered saline-Tween 20 (TBS-T) 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 0,1% [v/v] Tween 20,
pH 7,5
2.5 Kits

In Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Kits aufgefihrt. Wenn nicht anders beschrieben,

wurden diese nach Herstellerangaben genutzt.

Tabelle 2.5. In dieser Arbeit verwendete Kits.

Bezeichnung Hersteller

Antibody-Conjugation-Kit Abcam (Cambridge, Vereinigtes Konigreich)
ExpiFectamine 293 Transfektionskit Gibco (Schwerte)

GeneJET Gel-Extraktions-Kit Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
GeneJET PCR-Aufreinigungskit Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
GeneJET Plasmid-Miniprep-Kit Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
MojoSort™ Human CD3 Selection Kit Biolegend (Koblenz)

NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit New England Biolabs (Frankfurt am Main)
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Bezeichnung Hersteller

NucleoBond ® Xtra Maxi-Kit Macherey-Nagel (Duren)
RosetteSep™ Human NK Cell Enrichment Cocktail Stemcell (K&In)

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 12% Bio-Rad (Feldkirchen)
TransBlot Turbo RTA Mini PVDF Transfer Kit Bio-Rad (Feldkirchen)

2.6 Rekombinante Proteine

In Tabelle 2.6 sind die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine aufgelistet. Soweit

diese im Rahmen der Arbeit selbst generiert wurden, ist dies entsprechend aufgefiihrt.

Tabelle 2.6. In dieser Arbeit verwendete rekombinante Proteine.

Rekombinantes Protein Hersteller
IL-2 (Proleukin® S) Novartis (NuUrnberg)
IL-15 Pepro Tech (Hamburg)

In dieser Arbeit generiert. Der |6sliche IL-15 Superagonist (RD-IL15)
besteht aus einer mutierten humanen IL-15 Variante (N72D) und der
Sushi-Doméne des IL-15-Rezeptors o (IL-15-Rat) (Aminosauren 31-
107). Beide Komponenten sind Uber einen G4S Linker miteinander
verknUpft. Mit Hilfe eines 6xHis-Tags am N-Terminus des IL-15
Superagonisten kann das Protein mittels Immobilisierter Metall-
chelat-Affinitdtschromatographie (IMAC) aus dem Zellkulturtber-
stand aufgereinigt werden.

6xHis-RD-IL15

(C. Zhang et al., 2021)

Der bispezifische Antikérper besteht aus einem N-terminalen scFv-
NKAB-ErbB2 Antikorperfragment spezifisch flir NKG2D und einem C-terminalen
ErbB2-spezifischen scFv-Fragment, verbunden Uber die CH2 und
CH3 Domaéanen von humanem IgG4. Innerhalb der NKG2D-spe-
zifischen scFv Domane ist die Orientierung der heavy chain variable
domain (Vu) und der light chain variable domain (V.) wie folgt: VuVL.

(Kyk2.0(ViVL)-lgG4Fc-FRPS)

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikorperfragment spezifisch fur NKG2D

NKAB-ErbB2 2 und einem C-terminalen ErbB2-spezifischen scFv-Fragment, ver-
- bunden Uber die CH2 und CH3 Domédnen von humanem IgG4.
(Kyk2.0(V.Vi)-IgG4Fc-FRPS) Innerhalb der NKG2D-spezifischen scFv Domane ist die Orientierung

der heavy chain variable domain (V) und der light chain variable
domain (Vi) wie folgt: V(Vy.
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Material

Hersteller

NKAB-ErbB2 rev
(FRP5-1gG4Fc- Kyk2.0(VhVL))

NKAB-ErbB2 rev_2
(FRP5-1gG4Fc- Kyk2.0(VLVh))

RD-IL15-NKAB-ErbB2
(RD-IL15-Kyk2.0(ViV.)-IgG4Fc-FRPS)

NKAB-CD19
(Kyk2.0(ViVL)-lgG4Fc-4G7)

NKAB-CD20
(Kyk2.0(VuVL)-IgG4Fc-Leul6)

NKAB-EGFR
(225-1gG4Fc-Kyk2.0(ViVL))

NKAB-mCD19
(1D3-1gG4Fc-Kyk2.0(ViVL))

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikorperfragment spezifisch fur ErbB2
und einem C-terminalen NKG2D-spezifischen scFv-Fragment, ver-
bunden Uber die CH2 und CH3 Domanen von humanem IgG4. Inner-
halb der NKG2D-spezifischen scFv Doméne ist die Orientierung der
heavy chain variable domain (Vu) und der light chain variable domain
(V1) wie folgt: VL.

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikorperfragment spezifisch fur ErbB2
und einem C-terminalen NKG2D-spezifischen scFv-Fragment, ver-
bunden Uber die CH2 und CH3 Domédnen von humanem IgG4.
Innerhalb der NKG2D-spezifischen scFv Doméne ist die Orientierung
der heavy chain variable domain (V) und der light chain variable
domain (V) wie folgt: V(Vy.

In dieser Arbeit generiert. Das rekombinante Protein besteht aus
dem IL-15 Superagonisten (RD-IL15) fusioniert an den bispezifischen
Antikorper NKAR-ErbB2.

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikorperfragment spezifisch fur NKG2D
und einem C-terminalen CD19-spezifischen scFv-Fragment, ver-
bunden Uber die CH2 und CH3 Domédnen von humanem IgG4.
Innerhalb der NKG2D-spezifischen scFv Doméne ist die Orientierung
der heavy chain variable domain (V) und der light chain variable
domain (V) wie folgt: VuVL.

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikorperfragment spezifisch fur NKG2D
und einem C-terminalen CD20-spezifischen scFv-Fragment, ver-
bunden Uber die CH2 und CH3 Doméanen von humanem IgG4.
Innerhalb der NKG2D-spezifischen scFv Domaéne ist die Orientierung
der heavy chain variable domain (V) und der light chain variable
domain (Vi) wie folgt: VuVL.

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikérperfragment spezifisch fir EGFR
und einem C-terminalen NKG2D-spezifischen scFv-Fragment, ver-
bunden Uber die CH2 und CH3 Domédnen von humanem IgG4.
Innerhalb der NKG2D-spezifischen scFv Doméne ist die Orientierung
der heavy chain variable domain (V) und der light chain variable
domain (V) wie folgt: VuVL.

In dieser Arbeit generiert. Der bispezifische Antikérper besteht aus
einem N-terminalen scFv-Antikorperfragment spezifisch fir murines
CD19 und einem C-terminalen NKG2D-spezifischen scFv-Fragment,
verbunden Uber die CH2 und CH3 Doméanen von humanem IgG4.
Innerhalb der NKG2D-spezifischen scFv Domaéne ist die Orientierung
der heavy chain variable domain (V) und der light chain variable
domain (Vi) wie folgt: VuVL.
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2.7 Antikdrper und Nachweisreagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper sowie weitere Nachweis-

reagenzien und deren eingesetzte Verdinnungen sind Tabelle 2.7 zu entnehmen.

Tabelle 2.7. In dieser Arbeit verwendete Antikorper und Nachweisreagenzien.

Eingesetzte

Zielantigen Klon/Spezies Markierung Hersteller Verdiinnung
Antikérper verwendet in ELISA:
R&D systems
IL-15 (h 34593, M - 1:250
(human) , Viaus (Wiesbaden)
IL-15Ra (human) polyklonal, Ziege Biotin (Rﬁ:?essgzginr:; 1:400
Primarantikorper fir durchflusszytometrische Analysen:
. Biolegend
CD3 (human) UCHT1, Maus APC/Fire 750 1:400
(Koblenz)

CD8 (human) monoklonal, Maus APC BD B|05C|ences 1:100
(Heidelberg)

CD56 (human) NCAM16.2, Maus  BV-421 BD Biosciences 19
(Heidelberg)

Miltenyi (Bergisch

NKG2D (human) BAT221, Maus PE Gladbach)

1:100

CD16 (human) monoklonal, Maus AF647 BD B|05C|ences 1:200
(Heidelberg)

CD16 (human) 3G8, Maus APC BD Biosciences 159
(Heidelberg)

CD107a (human) H4A3, Maus APC Hialegeind 1:600
(Koblenz)
Biolegend

ErbB2 (human) 24D2, Maus AF-647 1:100
(Koblenz)
Biolegend

EGFR (human) AY13, Maus AF-488 1:200
(Koblenz)
Santa Cruz

EGFR (human) R-1, Maus PE Biotechnology 1:100
(Heidelberg)
Biolegend

CD19 (human) 4G7, Maus APC 1:100
(Koblenz)
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Eingesetzte

Zielantigen Klon/Spezies Markierung Hersteller Verdiinnung
. Miltenyi (Bergisch )
CD19 (murin) REA749 PE Gladbach) 1:100
Biolegend
CD20 (human) 2H7, Maus AF-647 1:100
(Koblenz)
Sekundarantikoérper fir durchflusszytometrische Analysen:
Jackson Immuno
IgG-Fc (human) polyklonal, Ziege APC Research 1:20
(Hamburg)
Primarantikorper fir Immunoblotanalysen:
pSTATS (human) C11C5 - CellSignaling 1:1000
BD Biosciences
STATS (human) 89/Stat5, Maus - (Heidelberg) 1:1000
. Sigma-Aldrich )
y-Tubulin (human) Hase - T 1:2000
Sekundarantikérper fir Immunoblotanalysen und Nachweisreagenzien:
. Sigma-Aldrich )
lgG-Fc (human) polyklonal, Ziege HRP Tl 1:10000
) . Sigma-Aldrich )
lgG-Fc (murin) polyklonal, Ziege HRP (Taufkirchen) 1:16000
GenScript
Streptavidin rekombinant HRP (Rijswijk, 1:10000
Niederlande)

2.8 Plasmide

In Tabelle 2.8 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgefihrt. Soweit diese im Rahmen

der Arbeit selbst generiert wurden, ist dies entsprechend aufgefihrt.

Tabelle 2.8. In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Bezeichnung Eigenschaft Referenz

Lentivirales Verpackungsplasmid, kodiert sowohl
Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine, als auch
Reverse Transkriptase, Integrase und Polymerase
(pol). Abgeleitet von Human immunodeficiency virus
type 1 (HIV-1).

(Zufferey et al,,
1997)
pCMV_AR8.91
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Bezeichnung

Material

Eigenschaft

Referenz

pMD2.G

pS-Nz-IEW
(= pS-NKAR-IEW)

pS-Nz-P2A-RD-IL15-IEW
(= pS-NKAR-RD-IL15-IEW)

pLV-EGFR

pLV-EGFRuvIII

pcDNA3-6xHis-RD-IL15

pcDNA3-Kyk2.0(ViV\)-IgG4Fc-
FRP5

(= pcDNA3-NKAB-ErbB2)

pcDNA3-Kyk2.0(V\Vy)-IgG4Fc-
FRP5

(= pcDNA3-NKAB-ErbB2_2)

pcDNA3-FRP5-1gG4Fc-

(= pcDNA3-NKAB-ErbB2 rev)

pcDNA3-FRP5-1gG4Fc-

(= pcDNA3-NKAB-ErbB2 rev_2)

Lentivirales Verpackungsplasmid; welches das Hull-
protein des Vesicular stomatitis virus (VSV-G) kodiert

Das lentivirale Transferplasmid kodiert einen NKG2D-
basierten chimaren Antigenrezeptor (NKAR) mit CD3§
Signaldomane. Die Expression wird Gber den Spleen
Focus Forming Virus (SFFV) Promotor kontrolliert.
Gefolgt wird die NKAR-Sequenz von einer Internal
ribosome entry site (IRES) und Enhanced green
fluorescent protein (EGFP) cDNA als Markergen.

Das lentivirale Transferplasmid kodiert fur einen
NKG2D-basierten chimédren Antigenrezeptor (NKAR)
mit CD3§ Signaldoméne und den humanen IL-15
Superagonisten (RD-IL15). Die Expression wird Uber
den SFFV-Promotor kontrolliert. Die NKAR-Sequenz ist
Uber eine P2A Schnittstelle mit der Sequenz des IL-15
Superagonisten verbunden. Nachfolgend schlieen
sich eine IRES und EGFP als Markergen an.

Lentivirales Transferplasmid, welches den humanen
Epidermal growth factor receptor (EGFR) kodiert. Die
Rezeptorexpression steht unter der Kontrolle des
EF-1a Promotors.

Lentivirales Transferplasmid, welches mutierten hu-
manen Epidermal growth factor receptor, variant Il
(EGFRvIII) kodiert. Die Expression steht unter der Kon-
trolle des EF-1a Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den IL-15
Superagonisten (RD-IL15) mit vorgelagertem 6-fach
His-Tag kodiert. Die Expression steht unter der
Kontrolle des CMV-Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-ErbB2 kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-ErbB2_2 kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-ErbB2 rev kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-ErbB2 rev_2 kodiert.
Die Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.
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(Zufferey et al,,
1997)

(C. Zhang et al.,,
2021)

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

(C. Zhanget al,,
2021)

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.



Bezeichnung

Material

Eigenschaft

Referenz

pcDNA3-RD-IL15-Kyk2.0(ViVL)-
lgG4Fc-FRPS

(= pcDNA3-RD-IL15-NKAB-
ErbB2)

PcDNA3-Kyk2.0(VyV\)-IgG4Fc-
4G7

(= pcNDA3-NKAB-CD19)

pcDNA3-Kyk2.0(ViV\)-IgG4Fc-
Leul6

(= pcDNA3-NKAB-CD20)

pcDNA3-225-1gGAFc-

(= pcDNA3-NKAB-EGFR)

pcDNA3-1D3-IgGAFc-

(= pcDNA3-NKAB-mCD19)

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den IL-15
Superagonisten (RD-IL15), fusioniert an den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-ErbB2 kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-CD19 kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-CD20 kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-EGFR kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

Eukaryotisches Expressionsplasmid, welches den bi-
spezifischen Antikorper NKAB-mCD19 kodiert. Die
Expression erfolgt unter der Kontrolle des CMV-
Promotors.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

In dieser Arbeit
generiert.

2.9 Oligonukleotide

In Tabelle 2.9 sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide mit ihrer Sequenz und
Verwendung aufgelistet. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden mit ddH,O auf eine Stock-
Konzentration von 100 uM eingestellt und bei -20 °C gelagert. Fir die Arbeitskonzentration wurde

eine 1:10 Verdlinnung hergestellt.

Tabelle 2.9. In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz [5°-3'] Orientierung  Verwendung

BPK6 GCTTCTGCTTCCCGAGCTC vorwarts Sequenzierung von pSIEW-
Konstrukten; hybridisiert an SFFV-
Promotor

BPK7 CACACCGGCCTTATTCCAAG rickwarts Sequenzierung von pSIEW-
Konstrukten; hybridisiert an IRES

C_Kyk2(VLVH) fwd GCGGAGGATCCCAGTCTGC vorwarts PCR zur Generierung von

pcDNA3-FRP5-1gG4Fc-
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Bezeichnung

Material

Sequenz [5°-3']

Orientierung

Verwendung

C_Kyk2(VLVH) rev

CD3z TM_IC pSIEW
Nz fwd

CD3z TM_IC pSIEW

Nz rev

EGFR fwd

EGFR rev

EGFRuvIII fwd

EGFRvIII rev

hCD19 fwd

hCD19 rev

hCD20 fwd

hCD20 rev

lgG4 rev

lgG4_1 fwd

lgG4_1rev

lgG4_2 fwd

TCGAGCGGCCGCCTAACTAG

AGGCGGAGCTGTGCACAC

AGAGAAGTTTGTTGCACGGGG
AGGCAGGGCCTGC

TTAGCTAGCGCCACCATGGGA
CCCTCCGGG

AGCGCCGTCGACATCTCATGC
TCCAATAAATTCAC

TTAGCTAGCGCCACCATGGGA
CCCTCCGGGAC

AGCGCCGTCGACAGGTCATGC
TCCAATAAATTCAC

TTAGCTAGCGCCACCATGCC

AGCGCCGTCGACATCTCAG

TTAGCTAGCGCCACCATGACA
AC

AGCGCCGTCGACATCTTAAGG

CCAGCTGCACCTGGGATC

TTTCACCTTTGGCTCCGGCAC

AGGGCAGACTGGGATCCTC

TAGCCCCCCATGCCATC
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rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

PCR zur Generierung von
pcDNA3-FRP5-1gG4Fc-

Gibson-Assembly zur Generierung
von pS-Nz-P2A-RD-IL15-IEW

Gibson-Assembly zur Generierung
von pS-Nz-P2A-RD-IL15-IEW

PCR zur Generierung von pLV-
EGFR

PCR zur Generierung von pLV-
EGFR

PCR zur Generierung von pLV-
EGFRuvIII

PCR zur Generierung von pLV-
EGFRuvIII

PCR zur Generierung von pLV-
CD19

PCR zur Generierung von pLV-
CcD19

PCR zur Generierung von pLV-
CD20

PCR zur Generierung von pLV-
CD20

Sequenzierung von pcDNA3-NKAB
Plasmiden; hybridisiert innerhalb
der IgG4 Doméne

Sequenzierung von pcDNA3-NKAB
Plasmiden; hybridisiert innerhalb
der IgG4 Doméne

Sequenzierung von pcDNA3-NKAB
Plasmiden; hybridisiert innerhalb
der IgG4 Doméne

Sequenzierung von pcDNA3-NKAB
Plasmiden; hybridisiert innerhalb
der IgG4 Doméne



Bezeichnung

Material

Sequenz [5°-3']

Orientierung

Verwendung

lgG4 hinge rev

Kyk2 internal fwd

mCD19 fwd

mCD19 rev

N_Kyk2(VLVH) fwd

N_Kyk2(VLVH) rev

pcDNA3 FP

pcDNA3 RP

pLV EGFR fwd

pLV EGFR rev

pLV EGFRvIII fwd

pLV EGFRvIII rev

pLV Seq MCS fwd

pLV WPRE uni rev

TGGGCATGATGGGCATGG

TCAGCGGCCTGCAGTCTGAGG

TAATACGACTCACTATAGGG

TGCTGGGCATGATGGGC

ACCCAAGCTTCGCCGCCAC

TGGGGGGCTAGCACTAGACAC

CTCTGGCTAACTAGAGAAC

CAAACAACAGATGGCTGGC

GAGTCATGGGAGAAAACAAC
ACC

GTTTTCTCCCATGACTCCTGC

AGGTGAGAAAGTTAAAATTC
CCG

TTTTAACTTTCTCACCTTCTGGG

CTTGGTTCATTCTCAAGCC

GCCATACGGGAAGCAATAGC
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rickwarts

vorwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

Sequenzierung von pcDNA3-NKAB
Plasmiden; hybridisiert innerhalb
der IgG4 Domaéne

Sequenzierung von pcDNA3-NKAB
Plasmiden; hybridisiert an Kyk2.0
Sequenz

PCR zur Generierung von
pcDNA3-1D3-IgG4Fc-

PCR zur Generierung von
pcDNA3-1D3-IgG4Fc-

PCR zur Generierung von
pcDNA3-Kyk2.0(V\Vy)-IgG4Fc-
FRP5

PCR zur Generierung von
pcDNA3-Kyk2.0(V\Vy)-IgG4Fc-
FRP5

Sequenzierung von pcDNA3-
Expressionsplasmiden;
hybridisiert an CMV-Promotor

Sequenzierung von pcDNA3-
Expressionsplasmiden;
hybridisiert an BGH
Polyadenylierungssignal

Sequenzierung von pLV-EGFR;
hybridisiert innerhalb der
extrazellularen Doméane von EGFR

Sequenzierung von pLV-EGFR;
hybridisiert innerhalb der
extrazelluldren Doméne von EGFR

Sequenzierung von pLV-EGFRUVIII;
hybridisiert in EGFRvIII Sequenz

Sequenzierung von pLV-EGFRUVIII;
hybridisiert in EGFRvIII Sequenz

Sequenzierung von pLV-
Konstrukten; hybridisiert
innerhalb der Multiple cloning site
(MCS)

Sequenzierung von pLV-
Konstrukten; hybidisiert in WPRE



Bezeichnung

Material

Sequenz [5°-3']

Orientierung

Verwendung

scFv(4G7) fwd

scFv(4G7) rev

scFv(225) fwd

scFv(225) rev

GCGGATCAGGCGGCGG

GATGCATGCTCGAGCGGC

AAGCTTCGCCGCCACCATG

GCTAGCTTTGATTTCCAGCTTG

2.10 Bakterienstamme

vorwarts

rickwarts

vorwarts

rickwarts

PCR zur Generierung von
pcDNA3-Kyk2.0(VhV1)-IgG4Fc-4G7

PCR zur Generierung von
pcDNA3-Kyk2.0(VuV\)-IgG4Fc-4G7

PCR zur Generierung von
pcDNA3-225-1gG4Fc- Kyk2.0(VaVL)

PCR zur Generierung von
pcDNA3-225-1gG4Fc- Kyk2.0(VaVL)

Der chemokompetente, rekombinationsdefiziente Bakterienstamm E. coli Stbl3 wurde fir die

Herstellung von lentiviralen Transferplasmiden verwendet, wahrend fir die Herstellung von euka-

ryotischen Expressionsplasmiden der chemokompetente Bakterienstamm E. coli TOP10 eingesetzt

wurde.

Tabelle 2.10. Verwendete chemokompetente Bakterienstamme.

Bakterienstamm

Genotyp

Referenz

E. coli Stbl3

E. coliTOP10

F-mcrB mrrhsdS20(rs, mg’) recA13 supE44 ara-14 galk2 lacY1l Invitrogen

proA2 rpsL20(Str?) xyl-5 Aleumtl-1 (Darmstadt)
F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74 recAl Invitrogen
aral39 (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Strf) endAl nupG (Darmstadt)
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2.11 Bakterienmedien und Antibiotika

Luria Bertani (LB)-Flissigmedium und LB-Agar wurden zunachst bei 121 °C und einem Dampfdruck
von 180-200 kPa autoklaviert. Sobald das Medium anschlieRend auf eine Temperatur von etwa 55 °C

abgekihlt war, wurde Ampicillin bis zu einer Endkonzentration von 100 ug/ml zugegeben.

Tabelle 2.11. Verwendete Bakterienmedien und Antibiotika

Bezeichnung Zusammensetzung
Ampicillin InGen Europe (Tolouse, Frankreich)
100 mg/ml

In ddH>0, sterilfiltriert

Luria Bertani (LB)-Medium 5 g NaCl
5 g Hefeextrakt
10 g Trypton
gelost in 11 ddH,0

LB-Selektions-Medium LB-Medium
100 pg/ml Ampicillin
LB-Ampicillin-Agar LB-Medium
1,5% [w/v] Agar-Agar
100 pg/ml Ampicillin

2.12 Zellkulturmedien und Zusétze

Sowohl die Arbeiten mit eukaryotischen Zellen als auch das Ansetzen und die Verwendung der
aufgefihrten Zellkulturmedien und Zusatze erfolgten unter sterilen Bedingungen. Fotales Kalber-
serum (Fetal calf serum, FCS) und humanes Plasma wurden vor ihrer Verwendung zunachst fir 30
min bei 56 °C hitze-inaktiviert. Die verwendeten Zellkulturmedien und Zusatze sind nachfolgend

aufgefiihrt (Tabelle 2.12).
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Tabelle 2.12 In dieser Arbeit verwendete Medien und Zusétze.

Bezeichnung Zusammensetzung/Hersteller

DMEM™* (mit Zusatzen) DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco,

Schwerte)

10% [v/v] FCS (hitze-inaktiviert)

2 mM L-Glutamin

1% [v/v] Penicillin/Streptomycin (100x)

Einfriermedium NK-92 10% [v/v] DMSO in humanem Plasma

Einfriermedium Tumorzellen 10% [v/v] DMSO in FCS

Expi293F Expressionsmedium Gibco (Schwerte)

Fotales Kalberserum (Fetal calf serum, FCS)  Capricorn Scientific (Ebsdorfergrund)

Humanes Plasma Deutsches Rotes Kreuz (DRK)-Blutspendedienst

Baden-Wirttemberg-Hessen
IL-2 Proleukin® S (Novartis Pharma, Nirnberg)

IMDM*™* (mit Zuséatzen) IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium; Gibco,

Schwerte)

10% [v/v] FCS (hitze-inaktiviert)

2 mM L-Glutamin

1% [v/v] Penicillin/Streptomycin (100x)

L-Glutamin Gibco (Schwerte)

Matrigel Corning (Kaiserslautern)

Medium fir primare NK-Zellen X-VIVO 10 (Lonza, Basel, Schweiz)
5% [v/v] humanes Plasma (hitze-inaktiviert)
500 IU/ml IL-2

50 ng/ml IL-15

Opti-MEM
Penicillin/Streptomycin-Lésung (100x)

RPMI*** (mit Zusatzen)

Gibco (Schwerte)
Gibco (Schwerte)

RPMI 1640 (Gibco, Schwerte)

10% [v/v] FCS (hitze-inaktiviert)

2 mM [v/v] L-Glutamin

1% [v/v] Penicillin/Streptomycin (100x)
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Bezeichnung

Material

Zusammensetzung/Hersteller

X-VIVO 10** (mit Zusatzen)

X-VIVO 10 (Lonza, Basel, Schweiz)

5% [v/v] humanes Plasma (hitze-inaktiviert)

100 IU/ml IL-2

2.13 Eukaryotische Zelllinien und Kulturbedingungen

In Tabelle 2.13 sind die verwendeten etablierten humanen und murinen Zelllinien aufgefihrt. Des

Weiteren wurden mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) und primare NK-Zellen

isoliert und fir begrenzte Zeitperioden kultiviert. Die dafiir verwendeten Kultivierungsbedingungen

und Medien sind in den jeweiligen Abschnitten beschrieben.

Tabelle 2.13. In dieser Arbeit verwendete Zelllinien und die dazugehdrigen Zellkulturmedien.

Zelllinie Beschreibung Kulturmedium Referenz/ATCC-
Nr.
A20 murines (BALB/c) B-Zell- RPMI™* + 5% [3- TIB-208
Lymphom Mercaptoethanol
humane B-Zell Leukdmie RPMI*** ACC 20
BV-173
(DSMZ No.)
) . abgeleitet aus der etablierten Expi293F Gibco (Schwerte)
Expi293F . . )
HEK293 Zelllinie Expressionsmedium
GL261 murines (C57BL/6) Glioblastom DMEM™* ACC 802
(DSMZ No.)
murines (C57BL/6) Glioblastom DMEM*™* In dieser Arbeit
GL261/ErbB2/EGFR transduziert mit humanen ErbB2 generiert.
und EGFR Konstrukten
murines (C57BL/6) Glioblastom DMEM™* In dieser Arbeit
GL261/EGFR transduziert mit humanem EGFR generiert.
Konstrukt
murines (C57BL/6) Glioblastom DMEM*™* In dieser Arbeit
GL261/EGFRvIII transduziert mit humanem generiert.
EGFRvIII Konstrukt
murines (C57BL/6) Glioblastom DMEM™* (Strecker et al.,
GL261/ErbB2 transduziert mit humanem ErbB2 2022)
Konstrukt
murines (C57BL/6) Glioblastom DMEM*™* In dieser Arbeit
GL261/ErbB2/EGFRvIII transduziert mit humanen ErbB2 generiert.

und EGFRvIII Konstrukten
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Zelllinie Beschreibung Kulturmedium Referenz/ATCC-
Nr.

humane embryonale DMEM*** CRL-11268
HEK293T Nierenzellen; exprimieren das

grolRe T-Antigen von SV40.

humane chronische myeloische RPMI*** CCL-243
K562 .

Leukamie
MDA-MB453 humanes Mammakarzinom DMEM*** HTB-131
MDA-MB468 humanes Mammakarzinom DMEM*** HTB-132

humane akute lymphatische RPMI*** CRL-3273
Nalm-6 .

Leukdmie

humanes Non-Hodgkin- X-VIVO 10** CRL-2407
NK-92

Lymphom

humanes Non-Hodgkin- X-VIVO 10** (C. Zhanget al,,

Lymphom, transduziert mit pS- 2021)
NKAR NK-92 NKAR-IEW. Exprimiert einen

NKG2D-basierten CAR

humanes Non-Hodgkin- X-VIVO 10** In dieser Arbeit

Lymphom, transduziert mit pS- generiert.

NKAR-RD-IL15-IEW. Exprimiert
NKAR-RD-IL15-NK-92 einen NKG2D-basierten CAR

(NKAR) und sekretiert zusatzlich

den IL-15 Superagonisten RD-

IL15
Raji humanes Burkitt-Lymphom RPMI*** CCL-86
SEM humane akute lymphatische IMDM*** ACC 546

Leukdmie (DSMZ No.)
T98G humanes Glioblastom DMEM*** CRL-1690
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Techniken

3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) wurden DNA-Bereiche gezielt
amplifiziert oder Restriktionsschnittstellen flr nachfolgende Klonierungsschritte eingefligt. Der ver-
wendete PCR-Ansatz ist in Tabelle 3.1 aufgefihrt, wahrend das fir die Amplifikation verwendete
Programm in Tabelle 3.2 gezeigt ist. Die Reaktion erfolgte in einer Biometra® TGradient PCR-

Maschine.

Tabelle 3.1. PCR Reaktionsansatz.

Reagenzien Mengen
template-DNA 50—-100 ng
dNTPs (10 mM) 1l
Q5-Polymerasepuffer 10 pl

GC Enhancer 10 ul
forward-Primer (10 pM) 1l
reverse-Primer (10 pM) 1l
Q5-Polymerase 1ul

ddH,0 ad 50 ul

Tabelle 3.2 Reaktionsschritte der durchgeflihrten PCRs.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 30 sek 1
Denaturierung 98 °C 20 sek

Hybridisierung Ta (Primer-spezifisch) 30 sek 25
Elongation 72 °C 30 sek/kb

Finale Elongation 72 °C 10 min 1
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Um einen definierten DNA-Bereich zu amplifizieren, wurden Sequenz-spezifische Oligonukleotide
verwendet, deren Primer-spezifische, optimale Annealing-Temperatur (Ta) flr die Hybridisierung
zuvor kalkuliert wurde (biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). Im Anschluss an die PCR
wurden die amplifizierten DNA-Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt und mit einem Gel-

Extraktionskit isoliert (siehe 3.1.5 und 3.1.6).

3.1.2 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

DNA-Fragmente konnen mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen Sequenz-spezifisch gespalten
werden. Fir den DNA-Verdau wurden jeweils 5 Units (U) des entsprechenden Restriktionsenzyms
(New England Biolabs, Frankfurt am Main) mit 2 ug DNA fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Als Reak-
tionspuffer wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer verwendet. Beim Einsatz von zwei
Restriktionsendonukleasen wurde ein Reaktionspuffer gewahlt, welcher die Aktivitdt beider Endo-
nukleasen gewahrleistet. Nach der Inkubationszeit wurden die entstandenen DNA-Fragmente lber
ein Agarosegel aufgetrennt und das gewlinschte Fragment mit Hilfe eines Gel-Extraktionskits isoliert

(siehe 3.1.5 und 3.1.6).

3.1.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Nach erfolgtem Restriktionsverdau und Gewinnung der gewlinschten DNA-Fragmente aus dem
Agarosegel wurden diese zusammen mit Plasmid-DNA mittels T4-DNA-Ligase (1 U, New England
Biolabs, Frankfurt am Main) Gber spezifische Schnittstellen verkniipft. Insgesamt wurden bis zu 50 ng

Plasmid-DNA und /nsert in einem Verhaltnis von 1:3 eingesetzt.

Dabei wurde die einzusetzende Menge wie folgt berechnet:

Plasmid — DNA [ng] x Insert [bp] 3 ! .
Plasmid — DNA [bp] X1 = Insert [ng]

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 20 ul auf Eis mit dem vom Hersteller bereit-
gestellten T4-DNA-Ligase Puffer angesetzt. Nach einer Inkubation des Ligationsansatzes Uber Nacht
bei 16 °C wurde dieser unmittelbar fir die Transformation von chemisch kompetenten Bakterien

verwendet (siehe 3.1.8).
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3.1.4 Isothermaler Zusammenbau nach Gibson

Bei dem isothermalen Zusammenbau nach Gibson (Gibson assembly) kbnnen mehrere DNA-
Fragmente ohne die Verwendung von Restriktionsendonukleasen verknlpft werden. Dabei werden
in einem Zwei-Stufen-Prozess zunachst die benotigten DNA-Fragmente mittels PCR amplifiziert und
homologe DNA-Sequenzen mit Hilfe von Uberhangprimern generiert (siehe 3.1.1). Im Anschluss
werden durch die Verwendung von DNA-Exonukleasen einzelstrangige 3’-DNA-Uberhénge generiert,
welche die Hybridisierung von homologen Sequenzen ermdglichen. Simultan werden die fehlenden
Nukleotide durch die Q5-Polymerase aufgefillt und die hybridisierten DNA-Stréange durch die T4-
DNA-Liagse miteinander ligiert. Fir den isothermalen Zusammenbau nach Gibson wurde das
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte gemaR der Herstellerangaben. Im Anschluss an eine 20-minditige Inkubation
bei 50 °C wurde das entstandene DNA-Produkt unmittelbar fur die Transformation von chemisch

kompetenten Bakterien genutzt.

3.1.5 DNA-Auftrennung mittels Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsdure-Ketten abhéngig von ihrer GroRe aufge-
trennt. Somit kdnnen DNA-Fragmente, welche durch Restriktionsverdau oder PCR entstanden sind,
analysiert oder fur ihre weitere Verwendung isoliert werden. Fir die Auftrennung wurden die DNA-
Proben zunachst mit DNA-Ladepuffer versetzt und im Anschluss in einem Ethidiumbromid ent-
haltenden Agarosegel (1%) aufgetrennt. Die Separation erfolgte bei einer konstanten Spannung von
100 V. Als Laufpuffer wurde 1x TAE Puffer verwendet (siehe Tabelle 3.3). Die DNA-Fragmente wurden

im Anschluss unter UV-Licht detektiert und gegebenenfalls isoliert.

Tabelle 3.3 Verwendete Komponenten zur Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese

Materialien Zusammensetzung / Hersteller
Agarose 1% [w/v] in 1x TAE-Puffer
1x TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer 40 mM Tris

1 mM EDTA

pH 8,0 — mit Eisessig eingestellt

Ethidiumbromid-Stammldsung 10 mg/ml (Roth)
1:10.000 im Agarosegel verdlinnt

55



Methoden

Materialien Zusammensetzung / Hersteller

DNA-Ladepuffer Gel Loading Dye, Purple (6x) (New England Biolabs,
Frankfurt am Main)

DNA-GroRenstandard 1 kb+ DNA-Marker (Thermo Scientific, Dreieich)
100 bp+ DNA-Marker (Thermo Scientific, Dreieich)

3.1.6 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Agarose-Gelelektrophorese und der Detektion der DNA-Fragmente unter UV-Licht wurden
Gelstlicke mit den gewinschten DNA-Fragmenten ausgeschnitten und die DNA-Fragmente im An-
schluss mit Hilfe des GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) gemaR der Hersteller-

angaben aus dem Agarosegel aufgereinigt und in 20 pl ddH,0 eluiert.

3.1.7 Herstellung von chemokompetenten Bakterien

Transformationspuffer 1 100 mM RbCl

50 mM MnCl,

30 mM KAc

10 mM CaCl,

13% (v/v) Glycerin

pH 5,8 — eingestellt mit Eisessig
Transformationspuffer 2 10 mM MOPS (pH 7,0)

10 mM RbCl

75 mM CaCl,

13% (v/v) Glycerin

pH 7,0 — eingestellt mit NaOH

Um chemokompetente Bakterien fir die Transformation herzustellen, wurden 5 ml LB-Medium mit
E. coli Bakterien des Stammes TOP10 oder Stbl3 inokuliert. Im Anschluss wurde der Ansatz bei 37 °C
und 180 rpm (Schittelinkubator) kultiviert. Am nachsten Tag wurde die Vorkultur in 400 ml frisches

LB-Medium Uberfihrt und weiter bei 37 °C kultiviert. Sobald die Bakterienkultur eine optische Dichte
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(ODgoo) von 0,5 erreicht hatte, wurde die Kultur auf Eis fir 15 min abgekihlt und anschlieBend bei
3.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Bakterienpellet wurde in 133 ml kaltem Transfor-
mationspuffer 1 aufgenommen, fiir 2 h auf Eis inkubiert und im Anschluss bei 6.000 x g und 4 °C fur
15 min zentrifugiert. Im finalen Schritt wurde das Pellet in 10 ml eiskaltem Transformationspuffer 2
suspendiert, die entstandenen chemokompetenten Bakterien wurden aliquotiert, in flissigem Stick-

stoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.1.8 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Fir die Transformation von eukaryotischen Expressionsplasmiden wurden chemokompetente E. coli
Bakterien des Stammes XL-1 Blue verwendet, wahrend fir die Transformation von lentiviralen Trans-
ferplasmiden der rekombinationsdefiziente E. coli Stamm Stbl3 genutzt wurde. In beiden Fallen
wurden die chemokompetenten Bakterien zunéchst auf Eis aufgetaut. Der Transformationsansatz
bestehend aus 50 ul Bakteriensuspension (XL-1 Blue oder Stbl3) und 100 ng Plasmid-DNA oder 20 pl
Ligationsansatz wurde fir 20 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgten ein Hitzeschock der
Bakterien bei 42 °C fir eine Minute und eine Inkubation auf Eis fir eine weitere Minute. Die trans-
formierten Bakterien wurden in 500 pl LB-Medium Uberfihrt und der Ansatz wurde fiir eine Stunde
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Bakteriensuspension auf eine Ampicillin-enthaltende LB-Agar-

Platte (Selektionsantibiotikum) ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht kultiviert.

3.1.9 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Von den Uber Nacht kultivierten transformierten Bakterienkulturen wurden Einzelkolonien mit einer
sterilen Pipettenspitze aufgenommen, in LB-Selektionsmedium (Ampicillin) Gberfiihrt und UGber
Nacht bei 37 °C expandiert. Um zu analysieren, ob die gewlinschte Plasmid-DNA in E. coli eingebracht
werden konnte, wurden 3 ml der Bakterienkultur bei 13.000 rpm pelletiert. AnschlieRend wurde die
Plasmid-DNA laut Herstellerangaben mit Hilfe des GeneJET Plasmid Mini Kits isoliert. Fir die Iso-
lierung von groReren Mengen an Plasmid-DNA aus bis zu 350 ml Bakterienkultur wurde das

NucleoBond® Xtra Maxi-Kit (Macherey-Nagel, Diren) laut Herstellerangaben verwendet.
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3.1.10 Bestimmung der DNA-Konzentration und DNA-Sequenzierung

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des NanoDrop™ 1000 Spektrophotometers (Thermo
Scientific, Dreieich) durch Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 230 nm bestimmt. Zur
Sequenzanalyse wurde der Service einer externen Firma (Eurofins Sequencing, Luxemburg)
herangezogen. Dazu wurden 25 pmol Primer mit 500 ng der zu analysierenden DNA in einem
Gesamtvolumen von 10 ul angesetzt. Die Analyse der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit der

Software SnapGene Viewer.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Herstellung von Zelllysaten

RIPA (Radioimmunoprecipitation assay)-Puffer 50 mM Tris HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
5 mM EDTA
0,1% [w/v] SDS
0,5% [w/v] Na-Desoxycholat

1% [v/v] NP-40

10x PhosSTOP Phosphatase-Inhibitor Cocktail 1 Tablette in 1 ml RIPA-Puffer

7x Complete Protease-Inhibitor Cocktail 1 Tablette in 1,5 ml RIPA-Puffer

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden Zellen zunachst geerntet und einmal mit PBS gewaschen. Je
nach GroRe des entstandenen Zellpellets wurde dieses in 40 — 80 pul Lyse-Puffer, bestehend aus RIPA-
Puffer, PhosSTOP Phosphatase-Inhibitor 1:10 [v/v] und Complete Protease-Inhibitor 1:7 [v/v], sus-
pendiert und auf Eis fiir 20 min inkubiert. Um einen vollstandigen Aufschluss zu bewerkstelligen,
wurden die Zelllysate im Anschluss dreimal fir jeweils 30 sek bei mittlerer Intensitat sonifiziert. Im
finalen Schritt wurde der Ansatz fir 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und dabei das
Proteinlysat von den Zellfragmenten getrennt. Das Proteinlysat wurde abgenommen und die

Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2). Die langerfristige Lagerung der Lysate erfolgte bei -20 °C.
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3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten wurde ein quantitativer Bradford-Assay durch-
geflhrt. Mit Hilfe einer zuvor gemessenen BSA-Standardkurve kann die Proteinkonzentration mittels

Anwendung des Lambert-Beer’schen Gesetzes bestimmt werden.

Lambert-Beer’sche Gesetz Ey =g, * c * d

Die gemessene Extinktion (Ej) ist bei gleichbleibender Schichtdicke des durchstrahlten Korpers (d)
und dem gleichen substanzspezifischen, dekadischen Extinktionskoeffizienten g, linear abhangigvon

der Stoffmengenkonzentration der absorbierenden Substanz (c).

Zur Konzentrationsbestimmung wurde 1 ul des Proteinlysats mit 999 ul Bradfordldsung (angesetzt
laut Herstellerangaben; Bio-Rad, Feldkirchen) gemischt und die Absorption an einem Evolution 60

Spektrophotometer bei einer Wellenldange von 595 nm gemessen.

3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels NanoDrop

Die Proteinkonzentration gereinigter rekombinanter Proteine wurde mit Hilfe eines NanoDrop™
1000 Spektrophotometers (Thermo Scientific, Dreieich) bestimmt. Dazu wurde unter Beriick-
sichtigung der molekularen Masse und des spezifischen Extinktionskoeffizienten des jeweiligen

Proteins die Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen.

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine abhdngig von ihrer Molekilmasse zu trennen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Hierzu wurden zunachst SDS-Polyacrylamidgele mit
einer Konzentration von 12% laut Herstellerangaben hergestellt (Tabelle 3.4). Um die Proben vor der
Auftrennung zu konzentrieren, unterteilt sich das hergestellte SDS-Polyacrylamidgel in ein Sammel-
und ein Trenngel. Zur Aufbereitung der Probe wurde die Proteinldsung in einem Verhaltnis von 1:5
mit reduzierendem (+ 5% [B-Mercaptoethanol) oder nicht-reduzierendem Probenpuffer gemischt
und fiir 10 min bei 95 °C denaturiert. Sowohl die Probe als auch der GroRenstandard wurden auf das

Gel aufgetragen und bei einer konstanten Spannung von 300 V ihrer Masse nach getrennt. Fir die
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darauffolgende Analyse wurde das Gel entweder mittels Coomassie-Farbung (3.2.5) angefarbt oder

als Grundlage fir einen Immunoblot (3.2.6) verwendet.

Tabelle 3.4 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit: 12% SDS-Polyacrylamidgel

Komponente Sammelgel Trenngel
Stacker A 1,5 ml X
Stacker B 1,5 ml X
Resolver A X 4 ml
Resolver B X 4 ml
TEMED 20 pl 20 pl
10% APS 40 pl 60 L

3.2.5 Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung

Coomassie Farbe-Losung 0,25% [w/v] Coomassie Brilliant Blue R-250
30% [v/v] Ethanol

10% [v/v] Essigsaure

Coomassie Entfarbe-Lésung 30% [v/v] Ethanol

10% [v/v] Essigsaure

Die Analyse der zuvor aufgetrennten Proteine erfolgte unter anderem mit Hilfe einer Coomassie-
Brilliant-Blau-Farbung. Hierzu wurde das Polyacrylamidgel Gber Nacht bei Raumtemperatur in
Coomassie Farbe-Losung inkubiert. Anschlielend wurde das Gel mit Coomassie Entfarbe-Losung
entfarbt, sodass nur noch die angefarbten Proteinbanden sichtbar blieben. Mit Hilfe der Coomassie-
Brillant-Blau-Farbung konnte sowohl die Reinheit der Proteine als auch deren Molekilmasse im
Vergleich zu einem GroRenstandard bestimmt werden. Nicht-reduzierende Bedingungen er-

moglichten zusatzlich das Auftreten der Proteine als Monomer oder Multimer zu analysieren.
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3.2.6 Immunoblot-Analyse
Blocking-Puffer 5% [w/v] BSA in PBS-T

Um spezifische Proteine zu identifizieren, wurden die gemaR 3.2.4 aufgetrennten Proteine zunachst
auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert und anschlieBend mit spezifischen
Antikdrpern detektiert. Fiir die Ubertragung wurde das Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad,
Feldkirchen) basierend auf dem Semi-Dry-Verfahren verwendet. Zundchst wurde die PVDF-
Membran fir 1 min in Ethanol aktiviert und im Anschluss zusammen mit den Filterpapieren mit
Trans-Blot Turbo Puffer getrankt. Das Blot-Sandwich wurde wie folgt in der Kassette des Gerates
aufgebaut: ein Filterpapier, PVDF-Membran, SDS-Polyacrylamidgel und abschlieRend ein weiteres
Filterpapier (Abbildung 3.1). Potenziell entstandene Luftblasen wurden aus dem Sandwich entfernt
und der Deckel der Kassette vorsichtig auf dem Blot-Sandwich positioniert und geschlossen. Der

Transfer der Proteine erfolgte bei 25 V flr 7 min.

Kathode
Filterpapier —
Polyacrylamidgel il ll“ N =1

PVDF-Membran

Filterpapier

Anode

Abbildung 3.1. Aufbau innerhalb der Blotting-Apparatur. Adaptiert von Quick Start Guide Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad, Feldkirchen).

Nach beendetem Transfer wurde die PVDF-Membran fir 1 h in Blocking-Puffer und anschlieRend
Uber Nacht bei 4 °C mit der Primarantikérper-Losung inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die
Membran zunachst dreimal fir 5 min mit TBS-T gewaschen und anschlieBend mit Horseradish
peroxidase (HRP)-gekoppelten Antikorpern in Blocking-Puffer versetzt. Nach einer einstiindigen
Inkubation bei Raumtemperatur und drei weiteren Waschschritten mit TBS-T erfolgte die Detektion
gebundener Antikérper mittels HRP Substrat-Losung (ECL Western Blotting Substrate; Thermo
Scientific, Dreieich). Hierzu wurde die PYDF-Membran mit der Substratl6ésung bedeckt und fir 1 min
inkubiert. Durch die Umsetzung des Substrats wird Licht emittiert, welches mit einem aufgelegten

Rontgenfilm detektiert wurde.
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Fir den Nachweis von gereinigten, rekombinanten Antikdrpern, die eine humane IgG-Fc-Domane
enthielten, wurde nach der einstiindigen Inkubation in Blocking-Puffer unmittelbar der passende
Sekundarantikérper zugegeben. Da dieser an den humanen Fc-Teil bindet, ist die Zugabe eines
Priméarantikorper flir die Detektion nicht notwendig. Nach 2-stlindiger Inkubation in Sekundar-

antikorper-Losung wurde wie bereits oben beschrieben verfahren.

3.2.7 Reinigung von rekombinanten Proteinen

Protein-G-Affinitdtschromatographie

Auftragspuffer 20 mM Phosphatpuffer
20 mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PQ,)
20 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)

pH 7,0

Elutionspuffer 100 mM Citratpuffer
100 mM Natriumcitrat (Na3CgHsO5)
100 mM Zitronensaure (CgHsO7)

pH 2,8

Neutralisationspuffer 1 M Tris

pH 9,0

Um rekombinante, IgG-basierte bispezifische Antikdrperformate zu reinigen, wurde eine Protein-G-
Affinitatschromatographie durchgefiihrt. Die zu reinigenden Proteine wurden in Expi293F Zellen
exprimiert und in den Zellkulturiberstand sekretiert (3.3.8). Nach 5-tagiger Inkubation wurden die
Kulturen geerntet und zunachst bei 2.500 x g fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der ge-
wonnene proteinhaltige Uberstand (ber einen PVDF-Membranfilter (PorengréRe 0,45 pm;
Millipore) gegeben, um verbliebene Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. Die Reinigung der
erhaltenen Proteine erfolgte an einer Akta-FPLC-Anlage (Pharmacia, Karlsruhe). Zunichst wurde die
Protein-G Saule (1 ml Sdulenvolumen, Thermo Fisher Scientific) mit 6 Sdulenvolumen Auftragspuffer
dquilibriert und im Anschluss der filtrierte Zellkulturlberstand auf die Saule aufgetragen. Im

Weiteren erfolgte ein Waschschritt mit 6 ml Auftragspuffer. Durch die Affinitdt von Protein-G an
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humanes IgG verbleiben die bispezifischen Antikérper an der Sdule, wahrend unspezifisch ge-
bundene Proteine im Waschschritt von der Sdule geldst werden. Im Elutionsschritt wurden die
rekombinanten, bispezifischen Antikérper mit 6 ml Elutionspuffer durch die Verdnderung des pH-
Wertes ins saure Milieu von der Saule gel6st. Die Elution erfolgte in 2 ml Fraktionen. Zuvor wurden
in die Auffanggefalle 0,5 ml Neutralisationspuffer vorgelegt, um einen negativen Einfluss des sauren
Elutionspuffers auf die gereinigten Proteine zu verhindern. Alle Schritte erfolgten mit einer Fluss-
geschwindigkeit von 1 ml/min. Um zu untersuchen, welche Fraktionen das gewlinschte Protein
enthalten, wurde ein Teil des Eluats fur die Durchfiihrung einer SDS-PAGE (3.2.4) und eines
Immunoblots (3.2.6) verwendet. Nach der Identifikation der proteinhaltigen Fraktionen wurden
diese vereinigt und in einen Dialyseschlauch (MWCO 10K) zum Entsalzen und Pufferaustausch tber-
fahrt. Die Dialyse erfolgte Gber Nacht in 10 | PBS bei 4 °C. Zur Analyse der finalen Proteinpraparation
wurden erneut eine SDS-PAGE (3.2.4) und ein Immunoblot (3.2.6) durchgefiihrt. Die Protein-

konzentration wurde mittels NanoDrop (3.2.3) bestimmt.

Immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC)

Auftragspuffer 1 M NaCl
pH 8,8
Elutionspuffer 1 M NaCl
0,5 M Imidazol
pH 8,8

Flr die Reinigung des Hise-Tag gekoppelten IL-15 Superagonisten wurde eine IMAC durchgefihrt.
Wie zuvor beschrieben, wurde der IL-15 Superagonist in Expi293F Zellen exprimiert (3.3.8) und der
Zellkulturiberstand vor der Reinigung zentrifugiert (2.500 x g, 5 min) und filtriert (PVDF Membran;
PorengrolRe 0,45 pum; Millipore). Im ersten Schritt wurde eine bereits beladene Nickelsaule
(HisTrap™ HP; GE Healthcare, Solingen) mit 6 Saulenvolumen Auftragspuffer dquilibriert und mit
dem Zellkulturberstand beladen. AnschlieBend wurde die Sdule mit 6 ml Auftragspuffer gewaschen,
um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Zur Elution des IL-15 Superagonisten wurde ein
Imidazol-Gradient (2-50%) erzeugt. Hierbei agiert Imidazol als ein kompetitiver Inhibitor fir den an
den IL-15 Superagonisten gekoppelten und an die Saule gebundenen Hisg-Tag und verdrangt diesen
aus dem Chelat-Komplex auf der Saule. Die Elution erfolgte in 2 ml Fraktionen. Alle Schritte wurden
mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min durchgefiihrt. Mittels SDS-PAGE (3.2.4) und Immuno-

blotanalyse (3.2.6) wurden die proteinhaltigen Fraktionen identifiziert, vereint und Gber Nacht im
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Dialyseschlauch in 10 | PBS bei 4 °C dialysiert. Im nachsten Schritt wurde die Proteinkonzentration
mittels NanoDrop (3.2.3) bestimmt. Im letzten Schritt beider Reinigungsvarianten wurden die
gewonnenen Proteine bei Bedarf mit Zentrifugalfiltereinheiten mit einer Molekulargewichtsgrenze

(Molecular weight cut-off, MWCQO) von 50 kDa (Merck Millipore, Darmstadt) konzentriert.

3.2.8 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

PBS-T 8,06 mM Na,HPO,
1,47 mM KH,PO,
137 mM NaCl
2,67 mM KCL
0,05% TWEEN
pH 7,5

Blocking-Puffer 7,5% [w/v] BSA in DPBS (1x)

3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)-Losung Thermo Fisher Scientific (Dreieich)

Zur Quantifizierung des sekretierten IL-15 Superagonisten im Zellkulturiberstand von NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen wurde ein Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) durchgefihrt. Hierzu
wurden zunachst definierte Zellzahlen an IL-15 Superagonist sekretierenden Zellen fir 3 Tage in
X-VIVO 10* (+/- IL-2) kultiviert. Im Anschluss wurde der Uberstand nach einer Zentrifugation bei 2.000

rom fUr 4 min geerntet und unmittelbar verwendet.

Fir den ELISA wurde eine 96-Well-ELISA-Platte mit 100 ul/Vertiefung anti-human IL-15 Antikorper
(2 pug/ml, in PBS) Gber Nacht bei 4 °C beschichtet. Am néchsten Tag wurde die Antikorperlosung
entfernt und freie Bindungsstellen wurden mit 200 pl/Vertiefung Blocking-Puffer fir 1 h bei 37° C
abgesattigt. Nach drei Waschschritten mit 200 pl/Vertiefung PBS-T wurden 100 pl des zu ana-
lysierenden Uberstandes der RD-IL15 sekretierenden Zellen in jeweils eine Vertiefung der ELISA
Platte pipettiert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Standardkurve durch serielle
Verdiinnung des zuvor produzierten Hise-RD-IL15 beginnend mit einer Konzentration von 125 ng/ml
(in Blocking-Puffer) erstellt. Zusatzlich wurde als Kontrolle Blocking-Puffer mitgefiihrt. Alle Proben
wurden als Triplikate angesetzt. Nachdem die Platte bei 37 °C fur 2 h inkubiert wurde, erfolgten drei
Waschschritte mit PBS-T gefolgt von der Zugabe von 100 pl/Vertiefung eines Biotin-gekoppelten
humanen IL15-Ra-spezifischen Detektionsantikorpers (0,5 pg/ml in Blocking-Puffer). Die Platte
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wurde erneut bei 37 °Cfir 1 h inkubiert, bevor nach drei weiteren Waschschritten die Detektion des
IL-15 Superagonisten erfolgte. Hierfir wurde HRP-konjugiertes Streptavidin 1:10.000 in Blocking-
Puffer verdiinnt und 100 ul davon wurden in die jeweiligen Vertiefungen der Platte gegeben. Nach
einer 30-minUtigen Inkubation (37 °C) und drei anschlieBenden Waschschritten (PBS-T) wurden
100 pl der TMB-Substratlosung in die Vertiefungen gegeben und bei Raumtemperatur inkubiert. Um
die enzymatische Reaktion zu stoppen, wurden im Anschluss 100 pl/Vertiefung 0,5 M Schwefelsdure
zugegeben. Der durch die Reaktion induzierte Farbumschlag wurde bei einer Wellenldnge von
450 nm und einer Referenzwellenldnge von 650 nm an einem Spektrophotometer (SpectraMax®
iD3) gemessen. Anhand der Standardkurve wurde die Menge an IL-15 Superagonisten im Zell-

kulturGberstand quantifiziert.

3.2.9 Erzeugung von fluorochromgekoppelten Antikdrpern

Gereinigte, bispezifische Antikérpermolekile wurden mit Hilfe eines Antibody-Conjugation-Kit
(Abcam) mit dem Fluorochrom APC gekoppelt. Die verwendeten Antikdrper wurden hierzu zunéchst
auf 1 mg/ml konzentriert und anschlieBend gemaR Herstellerangaben mit dem Fluorochrom ge-

koppelt.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von Zelllinien

In dieser Arbeit wurden ausschlielRlich eukaryotische Zelllinien (2.13) verwendet. Diese wurden im
entsprechenden Medium (Tabelle 2.13) bei 37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die
zur Proteinproduktion verwendete Zelllinie Expi293F wurde bei 8% CO, in einem Schittelinkubator
bei 125 rpm kultiviert. Aufgrund von unterschiedlichen Wachstumsraten wurden die Zellkulturen
regelméRig auf ihre Dichte und Vitalitat Uberprift und zwei- bis dreimal in der Woche passagiert.
Adhéarente Zellen wurden daftir mit 0,05%igem Trypsin/EDTA und Inkubation bei 37 °C von der
Oberflache der Zellkulturflasche geldst und dann je nach Zelldichte mit frischem Zellkulturmedium
verdinnt und ausgesat. Bei Suspensionszellen ist ein Ablosen der Zellen mittels Trypsin/EDTA nicht
notwendig, sodass diese direkt aus der Flasche enthommen werden konnten. Nach einer Zentri-
fugation bei 1.300 rpm fiir 3 min und dem Verwerfen des verbrauchten Kulturmediums, wurde das
Zellpellet in frischem Medium aufgenommen und die gewiinschte Menge an Zellsuspension in eine

neue Flasche Uberfihrt.
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3.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden Einmal-Zdhlkammern (KOVA International, Amsterdam,
Niederlande) verwendet. Die jeweilige Zellsuspension wurde 1:1 mit 0,4% Trypanblau (Gibco,
Schwerte) gemischt und 15 ul des Ansatzes in die Einmal-Zahlkammer Uberfihrt. Vitale Zellen mit
intakter Zellmembran werden nicht von Trypanblau angefarbt, wahrend der Farbstoff die Zell-
membran von toten Zellen passieren kann. Lebende Zellen wurden gezahlt und die Zelldichte wurde

mit der nachfolgenden Formel bestimmt:

Zellen]  Anzahl gezdhlter Zellen .
] = X Verdiinnungsfaktor X Kammerfaktor

Zelldichte [ ml Anzahl Zahlquadrate

Um die Vitalitat zu bestimmen, wurden neben den lebenden auch die toten Zellen gezahlt und die

jeweiligen Zellzahlen in ein prozentuales Verhaltnis gebracht.

3.3.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Um Zellen dauerhaft zu lagern, wurden diese kryokonserviert. Daflir wurden die Zellen geerntet und
im entsprechenden Einfriermedium (2.12) suspendiert. NK-Zellen wurden bei einer Zelldichte von
mindestens 1 Mio. Zellen/ml kryokonserviert. Im Anschluss wurden die Zellen in Kryoréhrchen
Uberfihrt, in einer Kryobox zunéachst bei -80 °C eingefroren und am néachsten Tag in einen Flissig-
stickstoff-Tank (-196 °C) umgelagert. Mit Hilfe der Kryobox wurde sichergestellt, dass die Temperatur

der Zellsuspension stetig um 1 °C pro Minute gesenkt wurde.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryorohrchen im Wasserbad bei 37 °C langsam und stetig
aufgetaut. Sobald die Zellsuspension fliissig war, wurde sie in warmes Kulturmedium Uberfihrt. Um
DMSO-Reste zu entfernen, wurde die Zellsuspension anschlieBend zentrifugiert (1.300 rpm, 3 min)
und das Zellpellet in frischem, vorgewdarmtem Medium aufgenommen und in eine Kulturflasche
Uberfihrt. Im Fall von NK-Zellen erfolgte einen Tag nach dem Auftauen ein vollstandiger Austausch

des Mediums.
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3.3.4 Bestrahlung von Zellen

Zu bestrahlende Zellen wurden in ein 15 ml Falcon Uberfihrt und in der Bestrahlungskammer des
Biobeam GM 2000 (Gamma Service Medical, Leipzig) platziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit

der gewahlten Gammastrahlung bei einer Dosisrate von 2,5 Gy/min + 25% bestrahlt.

3.3.5 Transfektion von Zellen mittels FuGene

Fir die Transduktion von Zellen wurden zunachst lentivirale VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus
Protein-G) pseudotypisierte Vektorpartikel in HEK293T Zellen hergestellt. Einen Tag vor der Trans-
fektion wurden 4x10° HEK293T Zellen in 10 ml DMEM*** in eine Zellkulturschale ausgesat. Am
Folgetag wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen wurden vorsichtig mit PBS
gewaschen, bevor 7 ml frisches Zellkulturmedium zugegeben wurde. Der Transfektionsmix wurde,
wie in Tabelle 3.5 aufgeflhrt, angesetzt und fir maximal 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Nach 3 Tagen wurde der
Viruspartikel-enthaltende Zellkulturiiberstand abgenommen und sterilfiltriert (Porengrofie 0,45 um;

Corning, Kaiserslautern).

Tabelle 3.5 Transfektionsansatz zur Herstellung von lentiviralen Vektorpartikeln

Komponente Menge

OptiMEM 500 pl

Hullplasmid pMD2 (VSV-G) (1 mg/ml) 3,5 ul
Verpackungsplasmid M334 (gag-pol) (1 mg/ml) 6,5 ul

Transferplasmid 10 pg (variables Volumen)
FuGene 60 pl

3.3.6 Transduktion von Zellen mit lentiviralen Vektorpartikeln

Die zu transduzierenden Zellen wurden zunichst gezdhlt und dann 5x10° Zellen entnommen. Nach
einer Zentrifugation bei 1.300 rpm fiir 3 min wurde das Zellpellet in 2 ml des zuvor gewonnenen
Virusiiberstandes (3.3.5) suspendiert und in eine 6-Well-Platte ausgeséat. AnschlieBend wurden 8 uM
Polybren pro Vertiefung zugegeben und die Platte wurde bei 1.800 x g und 32 °C fiir 90 min zentri-

fugiert. Fir die Transduktion von NK-Zellen wurden zuséatzlich 6 uM des Multi-Kinase-Inhibitors
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BX795 zugegeben. Dieser dient der Erhéhung der Transduktionseffizienz. Im Anschluss wurden die

Zellen bis zur weiteren Verwendung bei 37 °C inkubiert.

3.3.7 Selektion transduzierter Zellen

Die in dieser Arbeit transduzierten NK-Zellen exprimieren das Markerprotein EGFP (Enhanced green
fluorescent protein) und konnen daher mittels Fluorescence-activated cell sorting (FACS) identifiziert
und isoliert werden. Um die Abwesenheit infektidser Viruspartikel zu gewahrleisten, erfolgte die
Anreicherung der transduzierten Zellen mittels FACS erst 2 Wochen nach der Transduktion. Die
Zellen wurden geerntet und mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in sterilem FACS-
Puffer (PBS mit 3% [v/v] FCS) suspendiert und mit Hilfe eines Zellsiebes vereinzelt. Am FACSAria
Fusion Zellsortierer wurden die transduzierten, EGFP-positiven Zellen unter sterilen Bedingungen
gewonnen und anschlielend weiter kultiviert. Der prozentuale Anteil an EGFP-positiven Zellen
wurde nach einer Woche mittels Durchflusszytometrie Uberprift (3.3.11). Falls notwendig, wurde

der Zellpool ein zweites Mal sortiert.

Zellen, die kein Markerprotein exprimieren (mit EGFR- und EGFRvllI-Konstrukten transduzierte
GL261 Zellen), wurden zunachst mit Antikorpern spezifisch flr die eingebrachten Oberflachen-
rezeptoren gefarbt. Dabei wurden die Zellen fir 20 min bei 4 °C mit dem jeweiligen Antikdrper
inkubiert (Verdinnungen siehe Tabelle 2.7). Nach zwei Waschschritten mit PBS (Zentrifugation bei
1.300 rpm, 3 min) wurden die Zellen wie bereits oben beschrieben in FACS-Puffer (PBS mit 3% [v/V]
FCS) aufgenommen und vereinzelt. Im Anschluss wurden die fir die Oberflachenproteine positiven

Zellen identifiziert, isoliert und bis zu ihrer Verwendung weiter kultiviert.

3.3.8 Proteinproduktion in transient transfizierten Expi293F Zellen

Fir die Produktion rekombinanter, bispezifischer Antikdrper wurde das Expi293 Expressionssystem
(Gibco, Schwerte) verwendet. Die eingesetzten Expi293F Zellen sind von der HEK293-Zelllinie ab-
geleitet, wachsen jedoch als Suspensionszellen und versprechen hohe Proteinausbeuten bei
transienter Transfektion. Einen Tag vor der Transfektion wurden Expi293F Zellen in einer Dichte von
2,5-3x 10° Zellen/ml ausgesat und iber Nacht kultiviert. Am Tag der Transfektion wurde sicher-
gestellt, dass die Vitalitat der Zellen bei Uber 95% lag und die Zellzahl erneut bestimmt. Die Zellen
wurden mit frischem, vorgewdrmtem Medium auf eine Zelldichte von 3 x 10° Zellen/ml eingestellt.
Fir 25 ml Zellsuspension wurden 25 ug Plasmid-DNA bendtigt. Nachdem die Plasmid-DNA mit

OptiMEM auf 1 pg/ul verdinnt worden war, wurden 1,5 ml OptiMEM mit 25 pl verdunnter
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Plasmid-DNA vorsichtig durch Invertieren gemischt. Im nachsten Schritt wurde das kationische, lipid-
basierte ExpiFectamine™ 293-Reagenz angesetzt. Hierzu wurden 80 pl des Reagenz in 1,4 ml
OptiMEM fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit der zuvor angesetzten
Plamsmid-DNA-L6sung gemischt. Nach 15 min wurde der Transfektionsansatz tropfchenweise zu
den Expi293F Zellen gegeben und diese wurden im Inkubator kultiviert. Nach 18-22 h wurde der
Transfektionsverstarker bestehend aus 150 ul Enhancer 1 und 1,5 ml Enhancer 2 hinzugeflgt. Daftr
wurden zunachst beide Komponenten gemischt und anschlieBend dem Zellkulturmedium hinzu-
gefligt. Nach einer Kultivierung flr 5 Tage wurden die sekretierten Proteine aus dem Zellkultur-

Uberstand gewonnen (3.2.7).

3.3.9 Isolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes

Flr die Isolation von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (Peripheral blood mononuclear
cells, PBMCs) wurde eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial
dienten hierbei Buffy-Coats (Leukozytenkonzentrate) von gesunden Spendern, welche als Neben-
produkte bei einer Vollblutspende anfallen. Das Material eines Spenders wurde jeweils in eine
Kulturflasche Gberfihrt und mit PBS + 2 mM EDTA auf ein Volumen von 70 ml aufgefiillt. Im Anschluss
wurden 35 ml der Probe vorsichtig auf 15 ml Biocoll (Biochrom, Berlin) geschichtet und der Ansatz
wurde flr 35 min bei 400 x g ohne Bremse (Beschleunigung 8) zentrifugiert (Rotina 46R: Hettich,
Tuttlingen). Nach erfolgreicher Zentrifugation sind vier Schichten bestehend aus Plasma, PBMCs,
Separationsmedium und Erythrozyten zu erkennen (Abbildung 3.2). Die mittlere, Leukozyten
enthaltende Schicht wurde abgenommen und in einem 50 ml Schraubdeckelréhrchen gesammelt.
AnschlieRend wurden die gewonnenen Zellen dreimal mit PBS + 2 mM EDTA fir jeweils 10 min bei
Raumtemperatur gewaschen (Zentrifugation bei 300 x g, 250 x g, 200 x g). Nach dem finalen
Zentrifugationsschritt wurden die gewonnenen PBMCs in RPMI*** suspendiert, die Zellzahl wurde
bestimmt (3.3.2) und die Zellsuspension auf eine Dichte von 1 Mio. Zellen/ml eingestellt. Bis zu ihrer

Verwendung wurden die PBMCs, wie in 3.3.1 beschrieben, kultiviert.
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Plasma

PBMCs

Separationsmedium

Erythrozyten U

Abbildung 3.2 Gewinnung von PBMCs mit Hilfe von Dichtegradientenzentrifugation.

3.3.10 Isolation von primdren NK-Zellen aus humanem Blut

Primare NK-Zellen wurden mit Hilfe des RosetteSep™ Human NK Cell Enrichment Cocktail (Stemcell,
K6lIn) aus dem Blut von gesunden Spendern isoliert. Wie bereits in 3.3.9 dienten als Ausgangsmaterial
Buffy-Coats. Im ersten Schritt wurden 15 ml des Spendermaterials entnommen und mit 750 pl
RosetteSep™ Cocktail gemischt, gefolgt von einer Inkubation fir 20 min bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden 15 ml PBS + 3% FCS zugegeben und der Ansatz wurde vorsichtig auf 15 ml
Biocoll (Biochrom, Berlin) geschichtet. Nach einer Zentrifugation fir 30 min bei 1.200 x g ohne
Bremse, wurde die angereicherte mittlere Zellschicht abgenommen und ein weiteres Mal fiir 10 min
mit 30 ml PBS + 3% FCS (300 x g) gewaschen. Um potenziell verbliebene Erythrozyten zu entfernen,
wurden diese lysiert. Daftir wurde 10-fach konzentrierter Lysepuffer (BD Biosciences, Heidelberg)
1:10 mit sterilem Wasser verdiinnt und die Zellpellets wurden in 5 ml 1-fach Puffer suspendiert. Nach
15-minUtiger Inkubation bei Raumtemperatur, wurden die Proben erneut zweimal fir 10 min mit
PBS + 3% FCS gewaschen (Zentrifugation mit 250 x g; 200 x g) und anschlieBend in 10 ml Medium
(Tabelle 2.12) aufgenommen. Die gewonnenen priméaren NK-Zellen wurden im finalen Schritt gezahlt
und zunachst mit einer Ausgangsdichte von 1 Mio. Zellen/ml kultiviert. An Tag 4 der Kultur wurde
die Oberflachenexpression von CD56 und CD3 analysiert und die Zellen wurden fir weitere Versuche

wie Binde- und Zytotoxizitatsassays (3.3.11 und 3.3.12) verwendet.

3.3.11 Durchflusszytometrische Analysen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen Zellen hinsichtlich physikalischer und molekularer
Eigenschaften wie GroRe, Granularitat oder Expression von Oberflachenproteinen charakterisiert
werden. Fir die Analyse wurden die Zellen oder Zellpopulationen zundchst mit PBS gewaschen,

anschlieBend mit den entsprechenden Antikérpern gefarbt und nach 1-2 weiteren Waschschritten
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in PBS aufgenommen. Die Vereinzelung der Zellen in einem hydrodynamischen Strom und die
optische Analyse mittels mehrerer Laser erfolgte im Durchflusszytometer LSRFortessa oder
FACSCantoll (BD Biosciences, Heidelberg). Die erhaltenen Daten wurden mit der Software FlowJo®

(Version 10.8.1) ausgewertet.

Zellbindung von rekombinanten NKAB-Proteinen

Um die Bindung der in dieser Arbeit hergestellten bispezifischen Antikérper an ihre Zielantigene zu
Uberprifen, wurden zelluldre Bindungsassays durchgefiihrt. Nach Zéhlung der einzusetzenden Zellen
und zweimaligen Waschen mit PBS, wurden jeweils 500.000 Zellen in 200 ul PBS aufgenommen und
mit 12,5 nM des jeweiligen NKAB-Proteins bei 4 °C fir eine Stunde inkubiert. Nach einmaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen dann fiir 30 min bei 4 °C mit dem sekundaren Antikdrper (anti-
human-IgG, 1:160 in PBS) inkubiert. AnschlieBend wurde Uberschissiger Sekundarantikorper durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt, bevor die Proben am Durchflusszytometer analysiert

wurden.

Expression von Oberfldchenproteinen

Um die Expression von bestimmten Oberflachenproteinen zu analysieren, wurden 500.000 Zellen
gewaschen und in 100 ul PBS aufgenommen. AnschlieRend wurde der entsprechende, Oberflachen-
protein-spezifische Antikdrper zugegeben und der Ansatz fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die ver-
wendeten Antikorperkonzentrationen sind in Tabelle 2.7 aufgefiihrt. Fir die Detektion von Ober-
flachenproteinen wurden direkt Fluorochrom-gekoppelte Antikdrper verwendet, sodass die Mes-
sung unmittelbar nach dreimaligem Waschen erfolgten konnte. Um die Bindung des Fc-Teils der
verwendeten Antikérper an die Fc-Rezeptoren von Immunzellen und damit eine unspezifische
Farbung zu vermeiden, wurde bei der Farbung von Immunzellen ein Spezies-spezifischer Fc Block
(BD Biosciences, Heidelberg) eingesetzt. Die zu farbenden Zellen wurden dazu vor der Zugabe des

Antikorpers mit einer 1:100 Verdinnung des Fc Block flir mindestens 5 min inkubiert.

Uberpriifen der Transduktionseffizienz

Die in dieser Arbeit flr die Transduktion von NK-92 Zellen genutzten lentiviralen Vektoren enthalten
ein EGFP Markergen, das sie nach erfolgreicher Transduktion exprimieren. Entsprechend konnte der
Anteil an EGFP-positiven Zellen ohne weitere Farbungen Uberpriift werden. Die Zellen wurden ge-

erntet, zweimal gewaschen und fir die durchflusszytometrische Messung in PBS suspendiert.
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Der fir die Transduktion von GL261 Zellen verwendete lentivirale Vektor enthélt kein Markergen. In
diesem Fall wurde die Expression der eingebrachten Konstrukte EGFR und EGFRvIII wie zuvor be-
schrieben (3.3.10) mittels Bindung Fluorochrom-gekoppelter Antikdrper nachgewiesen und die

Transduktionseffizienz wurde so analysiert.

3.3.12 Zytotoxizitatsassay

Calcein Violet AM (CV)-Stammldsung Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
1 mM in DMSO
Propidium-lodid (PI)-L6sung PBS

3% [v/v] FCS

1 pg/ml Propidium-lodid

Um zu Uberprifen, ob die Zytotoxizitat gegeniiber Tumorzellen durch die genetische Modifikation
von NK-Zellen und/oder die Zugabe von bispezifischen Antikbrpermolekilen (NKAB-Proteinen) ge-

steigert werden kann, wurden Zytotoxizitatsassays durchgefihrt.

Hierzu wurden 4x10° Tumorzellen zweimal mit RPMI ohne Zusatze gewaschen und anschlieRend in
1 ml 0,1 mM Calcein Violet-Losung in RPMI suspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min bei 4 °C
wurden die Zellen erneut mit RPMI gewaschen und schlieRlich mit einer finalen Dichte von 2x10°
Zellen/mlin X-VIVO 10** aufgenommen. Die NK-Zellen (Effektorzellen) wurden je nach gewiinschtem
Effektor (E)- zu Zielzell (T)-Verhaltnis (E:T) auf 2x10° (10:1), 1x10° (5:1) oder 2x10° (1:1) Zellen/ml
eingestellt. In einer 96-Well-Platte (Rundboden) wurden zunéchst 100 pl NK-Zellen vorgelegt und im
Anschluss 100 pl der vorbereiteten, gefarbten Tumorzellsuspension zugegeben. Zur Ermittlung der
spontanen Lyse von Zielzellen wurden diese zusatzlich in Abwesenheit von NK-Zellen mitgefthrt.
Nach 2-3 h bei 37 °C wurden die Zellen bei 1.500 rpm fiir 3 min zentrifugiert und der Uberstand
wurde verworfen. Dann wurden die Zellen unmittelbar vor der Messung am Durchflusszytometer in
100 ul PI-Losung suspendiert. Die Farbung mit Calcein Violet erlaubte dabei eine Unterscheidung von
Effektorzellen und Zielzellen, wahrend der Anteil an toten Zielzellen durch die Messung des Pl Signals
bestimmt werden konnte. Nur Zellen, deren Zellmembran nicht langer intakt ist, werden mit Pl an-
gefarbt. Somit handelt es sich bei CV/Pl-doppelt-positiven Zellen um die relevante Population von
toten Zielzellen. Um die durch NK-Zellen vermittelte spezifische Lyse zu bestimmen, wurde der

prozentuale Anteil an toten Zielzellen gegen spontan lysierte Zellen normalisiert.
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Zytotoxizitatsassays mit primaren NK-Zellen wurden mit einem E:T Verhaltnis von 20:1 durchgefiihrt.
Priméare NK-Zellen wurden von gesunden Spendern isoliert (3.3.10) und fir 4 Tage kultiviert, bevor

sie fur den Assay verwendet wurden.

Flr die Zytotoxizitdtsassays mit bispezifischen Antikdrpern wurden die Zielzellen wie bereits oben
beschrieben vorbereitet und gefarbt. Danach wurden sie fiir 15 min bei 4 °C mit unterschiedlichen
Konzentrationen an bispezifischen Antikdrpern inkubiert, bevor sie in einem E:T Verhaltnis von 5:1
zu den NK-Zellen gegeben wurden. Alle weiteren Schritte wurden wie oben beschrieben durch-

geflhrt.

3.3.13 Degranulationsassay

Neben Zytotoxizitatsassays wurden Degranulationsassays durchgefihrt, um die NK-Zell-Aktivierung
und Degranulation nach Kontakt mit Tumorzellen, gegebenenfalls vermittelt durch einen bi-
spezifischen Antikorper, zu analysieren. Der Assay beruht auf der Detektion von CD107a (Lysosomal-
associated membrane protein 1, LAMP1) auf der Zelloberflache von NK-Zellen. Nach Aktivierung von
NK-Zellen werden u.a. lytische Granula freigesetzt, welche die Eliminierung von Zielzellen auslosen.
Die Lipid-Schicht der lytischen Granula enthalt das Membranprotein CD107a, welches nach dem
Verschmelzen der Granula mit der Zellmembran auf der Oberfliche mittels durchfluss-
zytometrischer Analysen nachgewiesen werden kann. Die Oberflachenexpression von CD107a

korreliert dementsprechend mit der Degranulation der analysierten Immunzellen (Alter et al., 2004).
Mastermix 0,25 ul anti-CD107a-PE
0,1 ul Golgi-Stop
ad 50 ul X-VIVO 10™*
PMA/lonomycin 0,075 ul lonomycin [500 ng/ml]
0,0075 pl PMA [50 ng/ml]
ad 50 ul X-VIVO 10™*

Effektorzellen 1x10° Zellen in 50 pl X-VIVO 10**

Zielzellen 1x10° Zellen in 50 pl X-VIVO 10"
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Um bei der Analyse zwischen Ziel- und Effektorzellen zu unterscheiden, wurden die Zielzellen im
ersten Schritt mit FarRed (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) laut Herstellerangaben gefarbt. Im An-
schluss wurden 50 pl der NK-Zellen (2x10° Zellen/ml) in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte
vorgelegt und jeweils 50 pl Zielzellen (2x10° Zellen/ml) zugegeben. Als Kontrollen dienten NK-Zellen
gemischt mit 50 pl PMA/lonomycin oder 50 pl K562 Zellen (2x10° Zellen/ml) (Positivkontrolle) oder
50 ul X-VIVO 10** (Negativkontrolle). Um die Funktionalitdt der bispezifischen NKAB-Molekile zu
untersuchen, wurde zu den entsprechenden Ansétzen eine definierte Konzentration (25-100 ng/ml)
an NKAB-Molekiilen pipettiert. AnschlieBend wurde jeder Ansatz mit 50 pl des Mastermixes (s. oben)
bestehend aus einem CD107a-spezifischem Antikorper, Golgi Stop und X-VIVO 10** gemischt. Nach
einer dreistlindigen Inkubation bei 37 °C fir 3 Stunden wurden die Zellen abzentrifugiert (1.500 rpm,
3 min) und in 100 pl PBS suspendiert. Unmittelbar vor der Messung am Durchflusszytometer wurde
zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen der Fluoreszenzfarbstoff DAPI in einer End-

konzentration von 1 pg/ml zugegeben.

3.3.14 Proliferationsassay

NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen sind genetisch so verdndert, dass sie neben einem NKG2D-basierten CAR
(NKAR) zuséatzlich den IL-15 Superagonisten RD-IL15 exprimieren bzw. sekretieren. Um die Wirkung
von sekretiertem RD-IL15 auf die NK-Zellen zu analysieren, wurden NKAR-NK-92 und RD-IL15-NKAR-
NK-92 Zellen in An- oder Abwesenheit von IL-2 kultiviert und die Zellzahl und Vitalitat wurde Uber 7
Tage bestimmt. Zu Beginn des Versuches wurden die Zellen dabei zundchst mit PBS gewaschen, um
das im Medium enthaltene IL-2 vollstéandig zu entfernen. Nach Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat
(3.3.2) wurden 2,5x10° Zellen in 200 pl X-VIVO 10 mit oder ohne IL-2 in eine 96 Well Platte ausgesit.
Jede Probe wurde in Triplikaten angesetzt. An Tag 1, 4 und 7 erfolgte erneut die Bestimmung der
Vitalitdt und Zelldichte. Fir Vitalitdts- und Proliferationsassays mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 wurden
2,5x10° NKAR-NK-92 Zellen in 200 ulL X-VIVO 10 ausgesat und fir 7 Tage in Medium mit IL-2, ohne
IL-2 oder mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 (50 ng/ml) kultiviert. An Tag 3 wurde die entsprechende Probe
erneut mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 (50 ng/ml) stimuliert. Eine Restimulation mit IL-2 erfolgte nicht.

Auch hier wurde die Zellzahl und Vitalitat der Zellen an Tag 0, 1, 4 und 7 bestimmt

3.3.15 Transwell-Assays

Um den Einfluss des sekretierten IL-15 Superagonisten RD-IL15 auf benachbarte Immunzellen zu
untersuchen, wurden Transwell-Assays durchgefthrt. Durch die Verwendung von Transwell-

Zellkultureinsatzen (PorengrofRe 0,4 um) kdnnen Zellpopulationen rdumlich voneinander getrennt
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werden, wahrend der Austausch von |6slichen Molektlen, wie z.B. RD-IL15, weiterhin moglich ist.
Durch diesen Versuchsaufbau kann Uberpriift werden, ob RD-IL15 benachbarte Zellen, unter

Ausschluss von direktem Zell-Zell-Kontakt, stimulieren kann.

Transwell-Zytotoxizitétsassay

Zellkultureinsétze (ThinCERT™ Cell Culture Inserts) Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Propidium-lodid (PI)-L6sung PBS
3% [v/v] FCS

1 pg/ml Propidium-lodid

Zunichst wurden 1x108 RD-IL15 sekretierende oder nicht weiter modifizierte NKAR-NK-92 Zellen/ml
in X-VIVO 10* ohne IL-2 ausgesat und fiur drei Tage kultiviert. Danach wurde das konditionierte
Medium abgenommen und die NK-92 Zellen wurden fiir den Versuch geerntet. Als zu untersuchende
Effektorzellen dienten dabei isolierte PBMCs gesunder Spender (3.3.9). Diese wurden in einer
Zelldichte von 2,4x10° Zellen in 1 ml des jeweiligen konditionierten Mediums suspendiert und in eine
24-Well-Platte ausgesat. Im Anschluss wurden die Transwelleinsdtze eingesetzt und 300 pl der
NKAR(-RD-I1L15)-NK-92 Zellen wurden zugegeben (3x10° Zellen). Als Positivkontrolle dienten PBMCs
suspendiert in frischem Medium (X-VIVO 10*, ohne IL-2) supplementiert mit rekombinantem
humanem IL-15 (50 ng/ml). Nach einer Inkubation Uber Nacht wurden K562 Zellen, welche als
Zielzellen dienten, mit Calcein Violet gefarbt (3.3.12) und in einem Verhéltnis von 1:20 zu den PBMCs
gegeben. PBMCs und K562 Zellen wurden fir 2 h kokultiviert, geerntet und mit PBS gewaschen. Um
tote Zielzellen zu identifizieren, wurden die Proben unmittelbar vor der Messung am Durchfluss-
zytometer mit Pl-Losung gefarbt. Im Anschluss wurde der prozentuale Anteil an toten Zielzellen

(PI/CV-doppelt-positiv) bestimmt.

Transwell-Gemischte Lymphozyten Reaktion (GLR)

Zellkultureinsétze (ThinCERT™ Cell Culture Inserts) Greiner Bio-One (Frickenhausen)
CellTrace™ CFSE Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
MojoSort™ Human CD3 Selection Kit Biolegend (Koblenz)
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Um den Effekt von sekretiertem RD-IL15 auf umgebende Immunzellen zu analysieren, wurden
PBMCs zunachst wie in 3.3.9 beschrieben isoliert, mit CFSE gefarbt (Effektorzellen) und auf eine
Dichte von 3x10° Zellen/ml eingestellt (X-VIVO 10*). Isolierte PBMCs eines zweiten Spenders
(Stimulatorzellen) wurden mit Hilfe des MojoSort™ Human CD3 Selection Kits einer CD3-
Negativselektion unterzogen und mit 25 Gy bestrahlt (3.3.4). Die bestrahlten, CD3" Zellen wurden
anschliefend mit den parallel isolierten und gefarbten Effektorzellen in einem Verhaltnis von 1:1
(jeweils 50 ul) gemischt und mit X-VIVO 10" auf 200 pl aufgefiillt. Konditioniertes Medium wurde wie
zuvor beschrieben durch 3-tagige Kultivierung RD-IL15 sekretierender oder nicht weiter modifizier-
ter NKAR-NK-92 gewonnen. RD-IL15 sekretierende NK-Zellen oder NKAR-NK-92 Zellen wurden auf
eine Dichte von 3x10° Zellen/ml mit dem jeweiligen konditionierten Medium eingestellt und jeweils
1 ml der angesetzten Zellsuspension wurde in die Vertiefung einer 24-Well-Platte Uberflhrt. Im
Anschluss wurden die Transwelleinsdtze in die 24-Well-Platte eingesetzt und 300 pl der zuvor
hergestellten Kokultur aus Effektor- und Stimulatorzellen in die Einsdtze pipettiert. Der allogene
MHC-I-Komplex der Stimulatorzellen vermittelt hierbei die immunstimulatorische Wirkung auf die
Effektorzellen. Effektorzellen, welchen in Anwesenheit von NKAR-NK-92 Zellen kultiviert wurden
dienten als Negativkontrolle. AuRerdem wurden 1,5x10° Effektorzellen (50 ul) gelést in 200 pl
X-VIVO 10* in die Vertiefung einer 96-Well-Platte Uberfihrt und entweder ohne Zugabe von immun-
stimulatorischer Faktoren oder mit 20 ng/ml rekombinanten IL-15 kultiviert. Nach einer Inkubation
von 4 Tagen bei 37 °C wurden die Kokulturen aus Effektor- und Stimulatorzellen restimuliert. Dazu
wurden diese geerntet und bei 1300 rpm fir 3 min abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen in 300 pl frischem Kulturmedium suspendiert. Kontrollen,
welche im 96-Well Format kultiviert wurden, wurden wieder in dieses Uberfihrt und unter den zuvor
beschriebenen Bedingungen stimuliert. Flr die Kokulturen im Transwell-Format, wurden zunéachst,
wie bereits oben beschrieben, NKAR-(RD-IL15-)NK-92 Zellen erneut in frisch gewonnenem konditio-
niertem Medium auf eine Zellzahl von 3x10° Zellen/ml eingestellt und in einer 24-Well-Platte ausge-
sat. AnschlieRend wurden die in frischem Medium resuspendierten Kokulturen in die eingesetzten
Zellkultureinsatze gegeben und weiter kultiviert. An Tag 8 wurde die Proben geerntet, zweimal mit
DPBS (1x) gewaschen und mit einem anti-human CD8 Antikorper gefarbt. Nach einer 30-min(tigen
Inkubation und zwei weiteren Waschschritten erfolgt die durchflusszytometrische Analyse am
LSRFortessa. Durch die Abnahme des CFSE-Signals und die Antikorperfarbung war es moglich die

Proliferation von CD8-positiven T-Zellen zu analysieren.
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3.4 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie kénnen sowohl optische Schnitte abgebildet als auch drei-
dimensionale Aufnahmen erzeugt werden. Hierzu werden die Proben im Rasterverfahren mit einem
fokussierten Laserstrahl abgetastet und die dabei entstehenden Daten mit Hilfe eines digitalen
Bildverarbeitungsprogrammes zusammengesetzt und analysiert. Zur Erzeugung dreidimensionaler
Aufnahmen wird die Probe zunachst in optische Schnitte unterteilt, bevor die Ebenen fir die Analyse
wieder Ubereinandergelegt werden. Fur diese fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde

das konfokale Mikroskop CQ1 von Yokogawa (Ratingen) verwendet.

Detektion fluoreszierender Proben

Das in dieser Arbeit verwendete konfokale Mikroskop CQ-1 ist mit vier Lasern ausgestattet, die Licht
der Wellenlangen 405, 488, 561 und 640 nm emittieren. Die zu untersuchenden Proben wurden in
Well-Platten oder auf Objekttrégern mit 4-, 10- oder 20-facher VergréRerung aufgenommen. Dabei
wurde bei Aufnahmen mit 20-facher VergrolRerungen ein Long working distance Objektiv eingesetzt.
Bei 40- und 60-facher VergroRBerung wurden die Proben in Kammerobjekttragern mit diinnem
Borosilikatglas ausgesat. In der Regel erfolgten die Aufnahmen mit einer Excitation Power von 80%
und einer Belichtungszeit zwischen 100-400 ms. Abstdnde und Anzahl der Schnittebenen wurden

individuell in Abhangigkeit von der zu mikroskopierenden Probe angepasst.

Immunfluoreszenzférbung

Blockierldsung DPBS + 1-3% BSA

Fixierlésung 2% (v/v) PFA, 1% (v/v) Glutaraldehyd in DPBS

Hoechst 33342 (10 mg/ml)  Thermo Scientific (Dreieich)

Roti®Histofix 4% Carl Roth (Karlsruhe)

Die Bindung von NKAB-Molekllen an sowohl zweidimensional als auch dreidimensional (Organoide)

wachsende Zellstrukturen wurde Gberprift. Organoide wurden dafiir zunachst vereinzelt und mit

Matrigel gemischt. Im Anschluss wurden 5 ul der Zell-Matrigel-Suspension in eine 96-Well-Platte
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ausgesat, kultiviert und verwendet sobald sie die vorgesehene GroRe erreicht hatten. Fur die
mikroskopische Analyse der NKAB-Bindung wurden die Proben zweimal mit DPBS gewaschen und im
Anschluss 10-15 min (Zellen) bzw. 30-60 min (Organoide) bei Raumtemperatur in Fixierlosung
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in DPBS erfolgte eine Inkubation in Blockierlésung fir
60 min. Die fur die Farbung verwendeten Fluorochrom-gekoppelten NKAB-Molekdile (3.2.9) wurden
in Blockierlésung verdinnt und anschlieRend mit den Proben flir mindestens 4 Stunden bei 4 °C in-
kubiert. Eine Kernfarbung mit Hoechst 33342 erfolgte dabei durch eine 5-10-mindltige Inkubation am
Ende der NKAB-Farbung. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen und die

Proben am CQ1 Mikroskop analysiert.

Time-Lapse-Imaging (Zeitraffer-Bildgebung)

Poly-L-Lysin (0,01%) Sigma Aldrich (Taufkirchen)

Mit Hilfe von Time-Lapse-Imaging erfolgten mikroskopische Langzeituntersuchungen, wobei aus-
gewahlte Bildausschnitte Uber einen definierten Zeitraum durch serielle Aufnahmen beobachtet
wurden. Durch die Zeitraffer-Bildgebung konnen dynamische Prozesse an bzw. zwischen lebenden
Zellen untersucht werden. Um die Interaktion zwischen Tumor- und Immunzellen in Anwesenheit
von Fluorochrom-gekoppelten NKAB-Molekilen zu analysieren, wurden die Tumorzellen zunachst in
die vorbehandelten Vertiefungen einer schwarzen 96-Well-Platte mit optischem Boden ausgesat.
Die Vorbehandlung der Vertiefungen erfolgte dabei durch die Bedeckung mit Poly-L-Lysin,
Inkubation Uber Nacht bei 4 °C und Entfernen der Losung am darauffolgenden Tag. Nach Inkubation
der Tumorzellen fir 30 min im Brutschrank, erfolgte die Zugabe der Effektorzellen und NKAB-
Molekile. Um wahrend der Messung physiologische Bedingungen zu schaffen, wurde die Gas-
Zusammensetzung auf 5% CO, und die Kammer-Innentemperatur des CQ1 Mikroskops auf 37 °C
eingestellt. Zusatzlich wurde Uber ein integriertes Wasserbad die Luft befeuchtet. Abhdngig von der
Applikation wurden die Abstédnde der Zeitrafferaufnahmen, z-Ebenen und VergréRerungen indivi-

duell gewahlt. Die Auswertung erfolgte mittels Imagel.
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3.5 Statistische Analysen

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten sind jeweils als Mittelwert + Standardabweichung (Standard
deviation, SD) von mindestens drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten angegeben. Um
signifikante Unterschiede festzustellen, wurde ein ungepaarter Welch t-Test durchgefihrt. Dabei

erfolgte die statistischste Auswertung mit der Prism 9 Software (GraphPad, La Jolla, USA).

P-Werte von < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen und wie folgt gekennzeichnet:

*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

3.6 Graphische Darstellungen

In dieser Arbeit gezeigte Graphiken wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, mittels Biorender

(www.biorender.com) erzeugt.

79



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Immuntherapien stellen einen wichtigen Ansatz zur Behandlung von Krebserkrankungen dar. Sie
basieren darauf, dass das Immunsystem prinzipiell in der Lage ist, Tumorzellen zu erkennen und zu
eliminieren. In der initialen Tumorabwehr haben insbesondere natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
eine besondere Bedeutung. So kdnnen diese beispielsweise Uber den aktivierenden Rezeptor NKG2D
entartete Zellen erkennen, die haufig stressinduzierte NKG2D-Liganden (NKG2D-L) wie MICA, MICB
und ULBP1 bis 6 auf ihrer Oberfldche exprimieren. Tumorzellen kdnnen sich einer solchen Erkennung
durch das Immunsystem jedoch durch sogenannte Immune escape Mechanismen entziehen und
NKG2D-L herabregulieren oder abspalten (Ligand shedding) (Schmiedel & Mandelboim, 2018). Ein
moglicher Therapieansatz, der diesem Mechanismus entgegenwirkt, wurde in unserer Gruppe
entwickelt. Er basiert auf dem Einsatz eines bispezifischen Antikérpers (NKAB-ErbB2), der neben
NKG2D auch das Tumor-assoziierte Antigen ErbB2 erkennt und somit NKG2D-exprimierende Immun-
zellen gegen ErbB2-positive Tumorzellen ausrichtet. Zudem umgeht dieser bispezifische Antikorper
eine durch |6sliche NKG2D-L induzierte Hemmung von NK-Zellen. Um dieses Konzept weiterzu-
fUhren, wurde durch genetische Modifikation ein NKG2D-basierter CAR in die NK-Zelllinie NK-92
eingebracht (C. Zhang et al.,, 2021). Die dadurch ermoglichte Kombinationstherapie aus bi-
spezifischem Antikdrper und NKG2D-CAR-exprimierenden NK-92 Zellen zeichnete sich durch eine
hohe antitumorale Aktivitat aus. Ein Ziel dieser Arbeit war es, diesen Ansatz weiter zu optimieren.
Zudem sollten durch die Ableitung dhnlicher bispezifischer Antikdrper mit Spezifitat fir weitere

Tumor-assoziierte Antigene die Einsatzmoglichkeiten dieses Systems erweitert werden.

4.1 Generierung und funktionelle Charakterisierung NKG2D-CAR-exprimierender

NKAR-NK-92 Zellen

Die in vorherigen Arbeiten der Gruppe generierten CAR-Effektorzellen exprimieren einen NKG2D-
basierten CAR (NKAR), welcher anstelle eines in klassischen CAR-Molekilen enthaltenen scFv-
Antikorperfragments die extrazelluldre Domane des aktivierenden Rezeptors NKG2D tragt (C. Zhang
et al,, 2021). Um NKAR-exprimierende NK-92 Zellen zu verbessern, wurde in dieser Arbeit ein weite-
res Konstrukt entwickelt. Dafiir wurde das NKAR-Molekll mit einem IL-15 Superagonisten (RD-IL15)
kombiniert, der sich aus einer mutierten Form von IL-15 (IL-15n720) und der Sushi-Doméane der
Rezeptoruntereinheit I1L-15Rat zusammensetzt und sich durch eine héhere Halbswertszeit sowie

gesteigerte biologische Funktion auszeichnet (Bodden et al., 2023; Han et al., 2011).
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Das in dieser Arbeit generierte NKAR-Konstrukt kodiert am N-Terminus fiir die extrazellulare Domane
von NKG2D (Aminosduren 82-216), die tber einen flexiblen (G4S), Linker und ein Myc-Tag an eine
CD8a. Gelenkregion (Hinge) geknlpft ist. AnschlieRend folgt die Transmembran- und intrazellulare
Domane von CD3E. Die RD-IL15 Sequenz wurde Uber eine porcine teschovirus-1 2A (P2A) Schnitt-
stelle und ein die Sekretion-vermittelndes Signalpeptid mit der CAR-Sequenz verknlpft (Abbildung
4.1; A). Das Einbringen der Sequenz in das Transferplasmid pSIEW erfolgte Uber Gibson-Assembly.
AnschlieBend wurde das hergestellte Plasmid zur Produktion lentiviraler Vektorpartikel genutzt und

diese zur Transduktion von NK-92 Zellen verwendet (Abbildung 4.1; B).

A NKAR RD-ILLS

1 1
pS-NKAR-
LG ¢ |m| cpsar JEEEE sp |IECICPRORl ¢ | 115wa0 [ IRES |'-' RD-IL15-IEW

B NKAR-RD-IL15
NK-92

NKG2Dgs 216

IL-15RQ 31.407
RD-IL15

D8« IL-15y720
CD3Y
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Abbildung 4.1. NKG2D-basierter chimarer Antigenrezeptor (NKAR). (A) Schematischer Aufbau der NKAR-RD-IL15 Sequenz.
Das in das Transferplasmid pSIEW eingebrachte NKAR-Konstrukt steht unter der Kontrolle des SFFV Promotors und setzt
sich aus der NKAR- und RD-IL15-Sequenz zusammen. Dabei sind diese Uber eine P2A-Schnittstelle miteinander verbunden.
Sowohl dem NKAR- als auch dem RD-IL15-kodierenden Abschnitt ist eine Signalpeptidsequenz vorgelagert. Die NKAR-
Sequenz beinhaltet einen Teil der extrazelluldren Domane von NKG2D (Aminosauren 82-216), welcher lber einen (GaS),
Linker (L) und ein Myc-Tag (M) an eine CD8a-Gelenkregion geknlpft ist. Darauf folgt die Transmembran- und intrazellulare
Doméne von CD3&. Der IL-15 Superagonist RD-IL15 setzt sich aus der Sushi-Doméane des IL-15Ra (Aminosduren 31-107),
einem Linker (L) und einer mutierten Form von IL-15 (N72D) zusammen. Zuséatzlich tragt der Vektor am 3‘ Ende des
Transgens ein Uber eine IRES-Sequenz verknlpftes EGFP Markergen. (B) Schematische Darstellung der in NK-92 Zellen
exprimierten Proteine NKAR und RD-IL15. Durch das der NKAR-Sequenz vorgelagerte Signalpeptid wird der chimare
Rezeptor an die Oberflache der transduzierten Zellen transportiert und Gber die enthaltene Transmembrandomane in die
Zellmembran eingebettet. Der extrazelluldre Teil des Rezeptors setzt sich aus der NKG2D-Doméne und der CD8a-
Gelenkregion zusammen. Neben der Transmembrandomane beinhaltet der NKAR zusatzlich die intrazelluldre Domane von
CD3&. NKAR-transduzierte Zellen sekretieren RD-IL15 in den Zellkulturiiberstand. SFFV: Spleen focus-forming virus
Promotor, SP: Signalpeptid, L: (G4S), Linker, M: Myc-Tag, P2A: Porcine teschovirus-1 2A Schnittstelle, IRES: Internal

ribosome entry site, EGFP: Enhanced green fluorescent protein.
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Mittels Fluorescence-activated cell sorting (FACS) wurden nach der Transduktion die EGFP-positiven
Zellen angereichert und ihre Reinheit wurde nach einer Woche in Kultur durchflusszytometrisch

erneut anhand des EGFP-Signals Gberprift (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2. Durchflusszytometrische Analyse der EGFP-Expression in FACS-angereicherten, lentiviral transduzierten
NKAR- und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen. Die Reinheit der Zellpopulationen wurde nach einwdchiger Anreicherung in Kultur

Uberprift. Als Kontrolle dienten parentale NK-92 Zellen.

Neben der EGFP-Expression wurden die generierten NKAR-Effektorzellen auch hinsichtlich ihrer
NKG2D/NKAR-Expression analysiert. Die durchflusszytometrische Analyse mit einem NKG2D-
spezifischen Antikorper zeigte dabei eine moderate NKG2D-Expression auf parentalen NK-92 Zellen,
wahrend die beiden NKAR-Varianten signifikant hohere Signale aufwiesen. Die NKG2D-Signale der
NKAR-NK-92 Zellen korrelierten dabei mit der Expression des Markerproteins EGFP (Abbildung 4.3;
A). Weiterhin wurde die CAR-Expression der modifizierten Zellen durch Analyse der im NKAR
enthaltenen CD3&-Kette mittels Immunoblot untersucht (Abbildung 4.3; B). In den NKAR-NK-92-
Varianten wurden dabei NKAR-Monomere, NKAR-Homodimere, sowie NKAR-CD3&-Hetero- und
CD3&-Homodimere nachgewiesen. NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen zeigten im Vergleich zu NKAR-NK-92
Zellen eine ge-ringere NKAR Expression. Durch die Analyse von y-Tubulin als Ladekontrolle konnte
ausgeschlossen werden, dass diese Unterschiede auf ungleiche Proteinmengen in den
aufgetragenen Proben zuriickgingen. Wie erwartet, wurden in parentalen NK-92 Zellen lediglich

CD3&-Dimere detektiert (Abbildung 4.3; B).
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Abbildung 4.3. NKAR-Expression in modifizierten NK-92 Zellen. (A) Durchflusszytometrische Analyse der NKG2D- und EGFP-
Expression. Die erfolgreiche Transduktion und Expression von NKAR wurde durch den Nachweis von NKG2D und EGFP
bestatigt. Unmodifizierte parentale NK-92 Zellen dienten als Kontrolle. (B) Detektion von CD3E mittels Immunoblot-
Analyse. In Proteinlysaten von NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen wurde unter nicht-reduzierenden Be-
dingungen CD3E detektiert. Der verwendete Antikorper bindet dabei auch die in den NKAR-Molekilen enthaltene CD3&-
Domaéne. In Proteinlysaten der modifzierten NK-92 Zellen konnten NKAR- und CD3&-Homodimere, NKAR-CD3&-Hetero-

dimere und NKAR- und CD3&-Monomere nachgewiesen werden. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle analysiert.

Nach Bestatigung der Expression des NKG2D-basierten CAR (NKAR) wurde im nachsten Schritt der
Einfluss des NKAR auf die Zytotoxizitat von NK-92 gegeniiber der MHC-I negativen Leukamie-Zelllinie
K562 und der NKG2D-L positiven Brustkrebs-Zelllinie MDA-MB468 untersucht (Abbildung 4.4). In
einem Durchflusszytometrie-basierten Zytotoxizitdtsassay mit unterschiedlichen Effektor- zu Zielzell-
Verhaltnissen zeigten NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen eine ahnliche nattrliche
Zytotoxizitat gegenliber K562 Zellen (Abbildung 4.4; A). Die NKAR-vermittelte Zytotoxizitat wurde
mit Hilfe der NKG2D-L positiven Brustkrebslinie MDA-MB468 untersucht (Abbildung 4.4; B), deren
Liganden-Expression reprasentativ fir MICA/B dargestellt ist (Abbildung 4.4; C). Im Vergleich zu
parentalen NK-92 Zellen zeigten Zellen, die den NKG2D-basierten NKAR exprimieren (NKAR-NK-92
und NKAR-RD-IL15-NK-92), eine signifikant gesteigerte Zytotoxizitdt gegentber diesen NKG2D-L
positiven Zellen (E:T Verhaltnis 10:1: NKAR-NK-92: 53,4 + 6,9%; NKAR-RD-IL15-NK-92: 50,0 + 3,2%;
NK-92: 5,1 + 3,9%). Die zusatzliche Sekretion von RD-IL15 durch NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen fiihrte

hierbei zu keiner weiteren Steigerung der spezifischen Lyse.
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Abbildung 4.4. Zytotoxizitdt parentaler und NKG2D-L spezifischer NKAR-NK-92 Zellen gegentiber Tumor-Zelllinien. NKAR-
exprimierende und parentale NK-92 Zellen wurden in den angegebenen Effektor- zu Zielzell-Verhéltnissen (E:T) mit
Tumorzellen fir 3 h kokultiviert. Im Anschluss wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch be-
stimmt. Als Zielzellen wurden die MHC-I negative Leukamie-Zelllinie K562 (A) und die NKG2D-L positive Brustkrebs-Zelllinie
MDA-MB468 (B) eingesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; **: p < 0,01;
***:p < 0,001. (C) Durchflusszytometrische Analyse der NKG2D-L Expression (MICA/B) auf der Zelloberflache von MDA-
MB468 Zellen. Die Oberflachenexpression wurde mit einem MICA/B-spezifischen Antikorper nachgewiesen. Ungeféarbte

Zellen dienten als Kontrolle.

4.2 Funktionelle Charakterisierung RD-IL15-exprimierender NKAR-NK-92 Zellen

4.2.1 Nachweis von RD-IL15 im Zellkulturtiberstand von NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen

Nach Analyse der genmodifizierten NK-92 Zellen hinsichtlich ihrer NKAR-Expression und Zytotoxizitat
gegenlber Tumor-Zelllinien wurde im nachsten Schritt die Sekretion des IL-15 Superagonisten
(RD-IL15) untersucht. Als Standard fir die Quantifizierung des sekretierten RD-IL15 wurde das
Protein zunachst rekombinant in Expi293F Zellen produziert. Dazu wurde die Sequenz von RD-IL15
mit einem N-terminalen 6xHis-Tag Uber Restriktionsenzym-basierte Klonierung in das Expressions-
plasmid pcDNA3 transferiert (pcDNA3-6xHis-RD-IL15) (Abbildung 4.5). Nach transienter Transfektion
des Plasmids in Expi293F Zellen wurde das Protein dann aus konditioniertem Zellkulturtberstand

Uber Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC) gereinigt.
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Abbildung 4.5. Schematische Darstellung der RD-IL15 Sequenz im Expressionsplasmid pcDNA3. Das fur die Herstellung von

rekombinantem RD-IL15 genutzte Konstrukt setzt sich aus einem Signalpeptid, einem 6xHis-Tag und der RD-IL15 Sequenz,
bestehend aus der Sushi-Domane von IL-15Ra. (IL-15Rat31-107) und einer mutierten Form von IL-15 (N72D), zusammen. Die

Expression von RD-IL15 steht dabei unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

Um die Menge an sekretiertem RD-IL15 im Zellkulturiberstand von NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen zu
bestimmen, wurde ein Sandwich-ELISA mit IL-15Ra— und IL-15-spezifischen Antikérpern durch-
geflhrt (Abbildung 4.6; A). Zur Erstellung einer Standardkurve fir die Quantifizierung wurde dabei
das rekombinant hergestellte und aufgereinigte RD-IL15 Protein verwendet. In den Uberstdnden RD-
IL15 sekretierender NKAR-NK-92 Zellen wurden nach 3-tagiger Kultivierung abhangig von der Zell-
zahl bis zu 43 + 3,6 ng/mL RD-IL15 nachgewiesen. Die als Kontrolle mit untersuchten NKAR-NK-92

Zellen zeigten hingegen wie erwartet keine Sekretion von RD-IL15 (Abbildung 4.6; B).
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Abbildung 4.6. Sandwich-ELISA zur Quantifizierung von RD-IL15. (A) Schematischer Aufbau des ELISA. Die Oberflache einer
ELISA Platte wurde mit einem anti-human IL-15 Antikérper beschichtet. AnschlieRend erfolgte die Zugabe des zu
analysierenden konditionierten Kulturberstands von NKAR- und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen. Mit Hilfe eines Biotin-
gekoppelten humanen IL15-Ra-spezifischen Detektionsantikdrpers, HRP-konjugiertem Streptavidin und einer TMB-
Substratlésung wurde RD-IL15 nachgewiesen. (B) Quantifizierung von sekretiertem RD-IL15 im Zellkulturiberstand. Die
Konzentration an RD-IL15 im Zellkulturiberstand von NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen, ausgesat in unter-
schiedlichen Zelldichten (2,5x10°, 5x10° oder 1x106 Zellen/ml), wurde mit Hilfe des Sandwich-ELISA quantifiziert. Als
Kontrolle diente der Zellkulturliberstand von NKAR-NK-92 Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger
Experimente. *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.
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4.2.2 Autokrine Aktivierung von NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen durch RD-IL15

Um die biologische Aktivitat von RD-IL15 nachzuweisen, wurde neben der Detektion von phospho-
ryliertem STATS (Signal transducer and activator of transcription 5) in einem Immunoblot (Abbildung
4.7) auch die Auswirkung einer IL-2 Depletion auf das Wachstumsverhalten und die Vitalitdt von RD-
IL15 sekretierenden Zellen untersucht (Abbildung 4.8). Nach der Bindung von IL-2 und/oder IL-15 an
deren Rezeptoruntereinheit o und die gemeinsamen Untereinheiten § und y-Kette kommt es zu
einer Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs, der (ber die Phosphorylierung der Januskinasen JAK1
und JAK3 zur Phosphorylierung von STATS fihrt (Abbildung 4.7; A). Die Detektion von phosphorylier-
tem STATS (pSTAT5) im Immunoblot diente daher zum Nachweis der Aktivierung des IL-15
Signalwegs und dementsprechend der biologischen Aktivitdt von RD-IL15. NKAR-NK-92 und NKAR-
RD-IL15-NK-92 Zellen (1x10° Zellen/ml) wurden zunachst fiir 24 h in Medium mit oder ohne IL-2,
oder im Fall von NKAR-NK-92 Zellen, unter Zugabe von 20 ng/ml rekombinantem IL-15 kultiviert. Am
darauf folgenden Tag wurden die Zellen geerntet und Lysate hergestellt. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde ein Immunoblot zum Nachweis von pSTATS5 mit gleichen Protein-
mengen pro Spur durchgefihrt. Wie erwartet konnte dabei pSTATS in NKAR-NK-92 Zellen nur nach-
gewiesen werden, wenn sie in X-VIVO 10* mit IL-2 oder rekombinantem IL-15 kultiviert wurden, nicht
aber in Medium ohne IL-2. Im Gegensatz dazu wurde pSTAT5 in NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen auch
dann detektiert, wenn sie in Abwesenheit von IL-2 und IL-15 kultiviert wurden (Abbildung 4.7; B).
Dies zeigt, dass in NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen eine autokrine Aktivierung des IL-15 Signalwegs lber
die Bindung des sekretierten RD-IL15 erfolgt (Abbildung 4.7).

A IL-2Rat IL-15Rat B NKAR- NKAR-
NK-92 RD-IL15-NK-92
IL-2 + - - + -
IL-15 - - + - - kDa
—130
STATS b S S —100

130

s -

- 55
y-Tubulin »
- 40

Abbildung 4.7. Autokrine Stimulation RD-IL15-exprimierender NKAR-NK-92 Zellen. (A) Aktivierung des STAT5-Signalwegs

durch IL-2 und IL-15. Nach Bindung von IL-2 und IL-15 an ihre jeweilige Rezeptor a-Untereinheit (Rat) und die gemeinsamen
B/y-Rezeptorketten werden die Januskinasen JAK1 und JAK3 phosphoryliert und aktiviert. Im Anschluss erfolgt die
Phosphorylierung von STATS durch die zuvor aktivierten Januskinasen. Modifiziert nach (Waldmann, 2006). (B) Detektion
von phosphoryliertem STATS (pSTATS) in NKAR-NK-92 Zellen. STATS und pSTATS wurden mittels Immunoblot-Analyse in
Lysaten von NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen detekiert, welche fir 24 h in An- oder Abwesenheit von IL-2
kultiviert wurden. Als Positivkontrolle dienten NKAR-NK-92 Zellen kultiviert mit rekombinantem IL-15 in Abwesenheit von

IL-2. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle eingesetzt.
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Um weitere Erkenntnisse hinsichtlich der biologischen Aktivitat von RD-IL15 zu erlangen, wurde
dessen Effekt auf die Vitalitdt und Proliferation der sekretierenden Zellen Uberprift. Hierflir wurden
nach Bestimmung der Vitalitdt 2,5x10° NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen in Medium mit
oder ohne IL-2 kultiviert. An Tag 1, 4 und 7 erfolgte eine erneute Bestimmung der Vitalitat und Zell-
zahl. Signifikante Unterschiede beziglich der Vitalitat und Proliferation von NKAR-NK-92 und NKAR-
RD-IL15-NK-92 Zellen, die in IL-2 freiem Medium kultiviert wurden, zeigten sich ab Tag 4. Die Vitalitat
von NKAR-NK-92 Zellen reduzierte sich dabei auf 31 +9,1%, wahrend die von RD-IL15 sekretierenden
Zellen mit 95,3 + 5,7% auch in IL-2 freiem Medium konstant blieb (Abbildung 4.8; A). Eine vergleich-
bare Tendenz wurde auch hinsichtlich der Zellproliferation beobachtet. Bereits an Tag 4 war ein
signifikanter Unterschied zwischen der Zellzahl von NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen in
Abwesenheit von IL-2 zu erkennen, welcher an Tag 7 noch deutlicher wurde. Dabei lag die Zellzahl
von NKAR-NK-92 Zellen bei lediglich 2,3x10* + 2,1x10% Im Gegensatz dazu zeigten NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen eine deutliche Proliferation, was sich in einem Anstieg der Zellzahl auf 7,1x10° + 2,2x10°
Zellen ausdriickte und mit dem Wachstum von NKAR-NK-92 Zellen in Anwesenheit von IL-2 ver-
gleichbar war (Abbildung 4.8; B). Diese Daten weisen nach, dass durch die Sekretion von RD-IL15 das
Fehlen von IL-2 kompensiert und die Vitalitdt sowie Proliferation der NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen

autokrin stimuliert wird.
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Abbildung 4.8. Auswirkung der Depletion von IL-2 auf die Vitalitdt und Proliferation von NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen. NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen (2,5x10° Zellen/ml) wurden in Medium mit oder ohne IL-2
kultiviert und die Vitalitat (A) und Zellzahl (B) an den Tagen 0, 1, 4 und 7 bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier

unabhéangiger Experimente. ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ****: p <0,0001.
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4.2.3 Parakriner Effekt von sekretiertem RD-IL15 auf benachbarte Immunzellen

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass RD-IL15 in den Zellkulturtberstand sekretiert wird und
in der Lage ist, in den Produzentenzellen die Aktivierung des IL-15 Signalwegs zu initiieren (pSTATS
Immunoblot; Abbildung 4.7; B). Diese autokrine Aktivierung von NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen fiihrte
auch in Abwesenheit von IL-2 zum Erhalt der Proliferation und Vitalitat (Abbildung 4.8). IL-15 spielt
eine wichtige Rolle in der Entwicklung, Aktivierung und dem Uberleben von CD8* T-Zellen, NKT-
Zellen, y5-T-Zellen und NK-Zellen (Sindaco et al., 2023). Im nachsten Schritt wurde daher Gberprift,
inwiefern RD-IL15 nicht nur einen Effekt auf die Produzentenzellen (NKAR-RD-IL15-NK-92) selbst,
sondern auch in parakriner Weise auf benachbarte Immunzellen hat. In einem ersten Experiment
wurden PBMCs, isoliert aus gesunden Spendern, mit RD-IL15 sekretierenden NKAR-NK-92 Zellen
Uber Nacht kultiviert. Dabei waren PBMCs und NK-Zellen durch einen Transwelleinsatz raumlich
voneinander getrennt, sodass ein Zell-Zell-Kontakt verhindert wurde und lediglich 16sliche Molekile,
wie bspw. RD-IL15, die Membran des Einsatzes (PorengroRe 0,4 um) passieren konnten. Am darauf
folgenden Tag wurden MHC- | negative Leukamiezellen (K562) als Zielzellen in einem E:T Verhaltnis
von 20:1 zu den stimulierten PBMCs gegeben und die spezifische Lyse wurde nach 2 h am Durchfluss-
zytometer bestimmt (Abbildung 4.9; A). Als Positivkontrolle dienten PBMCs, welche Gber Nacht mit
20 ng/ml rekombinantem, humanem IL-15 kultiviert wurden. PBMCs, kultiviert mit NKAR-NK-92
Zellen oder ohne die Zugabe von NK-Zellen wurden als Negativkontrollen eingesetzt. Im Vergleich zu
diesen beiden Kontrollen mit einer spezifischen Lyse von K562 von 12,6 + 4,9% (ohne NK-Zellen) und
12,1 £ 4,4% (mit NKAR-NK-92 Zellen) wurde diese durch die Kultivierung der PBMCs mit RD-IL15
sekretierenden Zellen signifikant auf 24,2 + 0,1%, gesteigert. Ein vergleichbarer Effekt war bei PBMCs
zu erkennen, die mit rekombinantem IL-15 kultiviert wurden (33,7 + 4%). Der Unterschied in der
spezifischen Lyse nach Stimulierung mit rekombinantem IL-15 oder sekretiertem RD-IL15 war dabei
nicht signifikant (Abbildung 4.9; B). Da es sich bei der Leukdamie-Zelllinie K562 u.a. durch das Fehlen
von MHC-I Molekilen auf der Zelloberflaiche um eine NK-sensitive Zelllinie handelt, kann davon
ausgegangen werden, dass der hier beobachtete Effekt vor allem durch primare NK-Zellen in den
PBMCs vermittelt wurde, welche durch sekretiertes RD-IL15 oder rekombinantes IL-15 stimuliert
wurden. Dies lasst den Schluss zu, dass der sekretierte [L-15 Superagonist RD-IL15 nicht nur einen
aktivierenden Effekt auf die Produzentenzellen selbst, sondern auch auf benachbarte Immunzellen

hat.
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Abbildung 4.9. Effekt von sekretiertem RD-IL15 auf die Zytotoxizitdt von benachbarten Immunzellen. (A) Schematische
Darstellung des durchgefiihrten Transwell-Zytotoxizitatsassays. Isolierte PBMCs wurden Gber Nacht mit RD-IL15 sekre-
tierenden NKAR Zellen kultiviert, wobei diese durch einen Transwelleinsatz rdumlich getrennt waren. Am nachsten Tag
erfolgte die Zugabe von K562 Zellen zu den stimulierten PBMCs. (B) Zytotoxische Aktivitdt der mit RD-1L15 stimulierten
PBMCs. Nach der Zugabe von K562 Zellen zu stimulierten PBMCs in einem Verhaltnis von 1:20 wurde deren Lyse nach 2 h
durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten PBMCs kultiviert ohne NK-Zellen, kokultiviert mit NKAR-NK-92
Zellen oder rekombinantem, humanem IL-15 (20 ng/ml). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger

Experimente. ns: p >0,05; *: p < 0,05; **: p<0,01.

Neben dem Effekt von RD-IL15 auf primére NK-Zellen innerhalb der PBMCs wurde in einer ge-
mischten Lymphozytenreaktion (GLR) auch der Effekt auf das Proliferationsverhalten von CD8" T-
Zellen untersucht. Fur die GLR wurden PBMCs zweier gesunder Spender isoliert. Wahrend PBMCs
des ersten Spenders mit CFSE gefarbt wurden (Effektorzellen), wurden PBMCs des zweiten Spenders
nach einer CD3-Depletion mit 25 Gy bestrahlt (Stimulatorzellen). AnschlieBend wurden Effektor-
zellen zusammen mit Stimulatorzellen in einem Verhaltnis von 1:1 ausgesat und fir 7 Tage durch
Transwelleinsdtze raumlich getrennt mit NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen kokultiviert (Abbildung 4.10;
A). Eine erneute Stimulation mit NK-Zellen erfolgte an Tag 4. In Kontrollansatzen wurden Effektor-
zellen ohne Stimulatorzellen, mit 20 ng/ml rekombinantem, humanem IL-15 oder mit NKAR-NK-92
Zellen kokultiviert. An Tag 7 wurde die Proliferationsrate von CD3*CD8* Effektorzellen durch
Messung des CFSE-Signals am Durchflusszytometer analysiert. Die Zugabe von Stimulatorzellen und
rekombinantem IL-15 flhrte dabei zu einer Erhéhung von CD3*CD8*-Zellen mit reduziertem CFSE-
Signal von 10,9 + 3,4% auf 64,9 £ 16%, wohingegen die Kultivierung mit NKAR-NK-92 Zellen + Stimu-
latorzellen keinen signifikanten Effekt auf die Proliferation der CD3*CD8*-Zellen zeigte. Im Gegensatz
dazu stieg der prozentuale Anteil von proliferierenden CD3*CD8*-Zellen in Anwesenheit von NKAR-

RD-IL15-NK-92 Zellen bereits ohne Stimulatorzellen auf 18,0 = 1,7% an.
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Dieser Effekt wurde durch die Zugabe von Stimulatorzellen noch weiter gesteigert (35,5 + 2,3%).
Zwischen CD3*CD8"-Zellen kultiviert mit rekombinantem IL-15 oder sekretiertem RD-IL15 war kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des prozentualen Anteils proliferierender Zellen zu erkennen
(Abbildung 4.10; B). Mit Hilfe der GLR konnte somit gezeigt werden, dass sekretiertes RD-IL15 bereits
in Abwesenheit von Stimulatorzellen in der Lage ist, die Proliferation von CD8* T-Zellen zu steigern.
Nach Zugabe von Stimulatorzellen war der von RD-IL15 induzierte Effekt auf CD8" Zellen dabei

vergleichbar mit dem von rekombinantem, humanem IL-15.
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Abbildung 4.10. Effekt von sekretiertem RD-IL15 auf das Proliferationsverhalten von humanen CD8* T-Zellen.
(A) Schematische Darstellung einer gemischten Lymphozytenreaktion (GLR). PBMCs zweier gesunder Spender wurden
isoliert und entweder mit CFSE gefarbt (Effektorzellen) oder nach einer CD3-Depletion mit 25 Gy bestrahlt (Stimulator-
zellen). Effektor- und Stimulatorzellen wurden in einem 1:1 Verhéltnis in einen Transwelleinsatz ausgesat und anschlieRend
mit RD-IL15 sekretierenden Zellen unter raumlicher Trennung kokultiviert. Eine Restimulation mit NK-Zellen in frischem
konditioniertem Medium erfolgte an Tag 4. (B) Einfluss von sekretiertem RD-IL15 auf die Proliferation von CD8* T-Zellen.
Die Proliferation von CD3*CD8* Zellen wurde nach 7 Tagen anhand der Abnahme des CFSE-Signals durchflusszytometrisch
bestimmt. Als Negativkontrollen dienten PBMCs ohne Stimulatorzellen und PBMCs kultiviert mit NKAR-NK-92 Zellen.
Effektor- und Stimulatorzellen kultiviert mit rekombinantem, humanem IL-15 (IL-15, 20 ng/ml) wurden als Positivkontrolle

eingesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhéngiger Experimente. ns: p > 0,05; *: p < 0,05; ****. p < 0,0001.
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4.3 Zusammenfassung der Abschnitte 4.1 und 4.2

In den in den Abschnitten 4.1 und 4.2 beschriebenen Experimenten wurden zunachst NK-92 Zellen
generiert, welche einen NKG2D-basierten CAR exprimieren. Zusatzlich wurden diese Zellen genetisch
so verandert, dass sie den IL-15 Superagonisten RD-IL15 sekretieren. Die Expression der NKAR-
Konstrukte konnte sowohl mittels Immunoblot-Analyse (CD3& Detektion) als auch durchfluss-
zytometrisch (NKG2D-Farbung, EGFP-Signal) bestatigt werden. In einem Zytotoxizitdtsassay wurde
eine erhohte spezifische Lyse einer NKG2D-L positiven Tumor-Zelllinie (MDA-MB468) durch NKAR-
NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen nachgewiesen. In einem ELISA wurde die Sekretion von RD-
IL15 in den Zellkulturiberstand bestatigt und dessen biologische Aktivitat in einem pSTAT5 Immuno-
blot und Proliferations- und Vitalitatsassay demonstriert. Um den Effekt von RD-IL15 auf benach-
barte Immunzellen zu prifen, wurden ein Transwell-Zytotoxizitdtsassay und eine GLR mit primaren,
humanen Immunzellen durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass RD-IL15 nicht nur in auto-
kriner Weise die sekretierenden Zellen selbst, sondern parakrin auch benachbarte primare Immun-

zellen stimulieren kann.

4.4 Generierung und funktionelle Charakterisierung bispezifischer Antikdrper

gerichtet gegen NKG2D und ErbB2

Tumorzellen sind in der Lage, der NKG2D-vermittelten Immunabwehr durch proteolytische Abspal-
tung (Ligand shedding) oder Herunterregulation der NKG2D Liganden zu entgehen (Schmiedel &
Mandelboim, 2018). Proteolytisch prozessierte, losliche NKG2D-L kénnen auBerdem zu einer
Herabregulation des NKG2D-Rezeptors auf Effektorzellen fihren und damit die Immunantwort
zusatzlich supprimieren. Ebenso stellt die haufig heterogene Expression von Tumorantigenen
insbesondere im Gewebe solider Tumoren bei der Behandlung von Krebserkrankungen mit Immun-
therapien wie monoklonalen Antikorpern oder genmodifizierten Immunzellen ein Problem dar.
Durch einen therapeutischen Ansatz, der lediglich gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet ist, kann
folglich meist keine vollstandige Lyse des Tumors erfolgen. Auch das durch die Therapie beglinstigte
Wachstum von Zellen, die das urspriinglich exprimierte Zielantigen verloren haben (Antigen loss),

kann eine effektive Kontrolle des Tumors erschweren (El-Sayes et al., 2021).

Um einen flexiblen Angriff auf Tumorzellen zu ermdglichen, nutzt der in dieser Arbeit weiter
entwickelte Ansatz bispezifische Antikorper, die gleichzeitig an ein definiertes Tumor-assoziiertes

Antigen und die extrazellulare Domane des aktivierenden NK-Zell-Rezeptors NKG2D binden und
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damit eine Stimulierung NKG2D-positiver Immunzellen unabhdngig von NKG2D-L auf der
Tumoroberflache erlauben. Diese Antikorper (NKG2D-binding antibodies, NKAB) kbnnen entweder
allein oder zur Verstarkung ihrer Wirkung in Kombination mit adoptiv verabreichten Immunzellen
eingesetzt werden, die endogen NKG2D exprimieren oder den zuvor eingefliihrten NKG2D-basierten
chimaren Antigenrezeptor (NKAR) tragen. In Vorarbeiten der Gruppe wurde bereits gezeigt, dass
NKAR-Effektorzellen in Gegenwart eines gegen das Tumor-assoziierte Antigen ErbB2 (HER2) gerich-
teten bispezifischen NKAB-ErbB2 Antikdrpers auch unabhangig von NKG2D-L durch ErbB2-positive

Tumorzellen aktiviert werden (C. Zhang et al., 2021).

In den folgenden Abschnitten werden Therapieansatze basierend auf der Kombination von NKAR-
NK-92 Zellen mit NKAB-Molekllen beschrieben, welche neben NKG2D die Tumor-assoziierten
Antigene ErbB2, EGFRvVIII, EGFR, CD19 und CD20 erkennen und somit potenziell fir die Behandlung

unterschiedlicher Tumorentitaten eingesetzt werden kénnen.

4.4.1 NKAB-ErbB2 als prototypisches NKAB-Molekil

Das bereits publizierte NKAB-ErbB2 Molekil und die in dieser Arbeit generierten NKABs basieren auf
der Struktur des humanen IgG4-Antikérpers und nutzen scFv-Antikorperfragmente als Bindungs-
domédnen. Am N-Terminus tragt das prototypische Molekil NKAB-ErbB2 die Bindungsdomane fir
NKG2D (scFv(Kyk2.0)), wahrend Uber den C-Terminus das Tumor-assoziierte Antigen ErbB2
(scFv(FRP5)) erkannt und gebunden wird. Die Bindungsdomanen sind Uber die Hinge Region, die
konstanten Domanen CH2 und CH3 des humanen IgG4 Antikérpers (Aminosauren 104-327) und
einen (G4S), Peptid-Linker verbunden (Abbildung 4.11). Fir die Produktion als rekombinante
Proteine wurden die Sequenzen von NKAB-ErbB2 und aller weiterer in dieser Arbeit untersuchten
NKAB-Molekile in das Expressionsplasmid pcDNA3 unter der Kontrolle des CMV-Promotors einge-
bracht und nach transienter Transfektion in Expi293F Zellen exprimiert. Am 5° Ende der NKAB-
Sequenzen befindet sich jeweils die Sequenz eines Signalpeptids, welches die Sekretion der

exprimierten NKAB-Molekdile in den Kulturtberstand vermittelt.
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Abbildung 4.11. Aufbau des prototypischen bispezifischen Antikérpers NKAB-ErbB2. (A) Zusammensetzung der NKAB-
ErbB2 Sequenz. Das in das Expressionsplasmid pcDNA3 eingebrachte NKAB-ErbB2 Konstrukt (pcDNA3-NKAB-ErbB2) steht
unter der Kontrolle des CMV-Promotors und tréagt am N-Terminus ein Signalpeptid. Daran anschlieend folgt eine NKG2D-
spezifische scFv-Domane (Kyk2.0) und am C-Terminus ein scFv-Antikorper spezifisch fur ErbB2 (FRP5). Diese sind Gber die
Gelenkregion (H), den Fc-Teil des humanen IgG4 (CH2 und CH3) und einen (G4S); Peptid-Linker miteinander verknupft.
(B) Schematische Darstellung des NKAB-ErbB2 Molekdls. Das Molekdil ist als Homodimer dargestellt. Ausgebildete Disulfid-
bricken innerhalb der Gelenkregion zweier NKAB-ErbB2 Monomere sind mit Linien angedeutet. scFv: single-chain
fragment variable, 1gG: Immunglobulin G, CMV: CMV-Promotor, SP: Signalpeptid, Vy: variable Region der schweren
Antikorperkette, V: variable Region der leichten Antikérperkette, H: Gelenkregion, Fc: Fragment-kristallisierbare Region

eines Antikorpers, L: GS-Linker.

4.4.2 Funktionelle Charakterisierung des bispezifischen Molekiils NKAB-ErbB2

Nach der transienten Transfektion von Expi293F Zellen mit pcDNA3-NKAB-ErbB2 und anschlielRender
5-tagiger Kultivierung wurde das NKAB-ErbB2 Molekdil aus dem Zellkulturiberstand mittels Protein-
G-Affinitatschromatographie gereinigt. Im Anschluss wurde die Zellbindung des bispezifischen
Antikorpers sowohl durchflusszytometrisch als auch mikroskopisch in 2D- und 3D-Kulturen Uberprift
(Abbildung 4.12). In durchflusszytometrischen Analysen zeigte sich eine Bindung des NKAB-ErbB2
Molekiils an NKAR-NK-92 Zellen sowie an ErbB2-exprimierende Brustkrebszellen (MDA-MBA453),
wahrend NKG2D- und ErbB2-negative MDA-MB468 Brustkrebszellen nicht gebunden wurden. Dies
weist die spezifische Interaktion von NKAB-ErbB2 sowohl mit NKG2D-CAR-exprimierenden Zellen als
auch Zielzellen nach, die das Antigen ErbB2 auf der Oberflache tragen (Abbildung 4.12; A). Ebenso
konnte in mikroskopischen Analysen mit Fluorochrom-gekoppeltem NKAB-ErbB2 eine Bindung des
Antikorpers an die Oberflache ErbB2-positiver Zellen gezeigt werden (Abbildung 4.12; B). Um einen
soliden Tumor nachzubilden, wurde zudem die Bindung von NKAB-ErbB2 an ErbB2* Mamma-
Organoide untersucht. Dabei wurde ebenfalls Fluorochrom-gekoppeltes NKAB-ErbB2 eingesetzt.
Wie in Abbildung 4.12; C dargestellt, ist NKAB-ErbB2 in der Lage, auch in dreidimensionalen

Strukturen wachsende Tumorzellen zu binden (rot). Die zuséatzliche Farbung mit einem kommerziell
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erhéltlichen ErbB2-Antikdrper (griin) zeigte hierbei einer Uberlagerung mit den Signalen von NKAB-

ErbB2, was die Kolokalisation der beiden Molekile nachweist.
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Abbildung 4.12. Analyse der Zellbindung von NKAB-ErbB2. (A) Durchflusszytometrische Analyse der Bindung von NKAB-
ErbB2 an Effektor- und Zielzellen. Die Bindung von NKAB-ErbB2 an NKG2D-positive NKAR-NK-92 Zellen, ErbB2-positive
(MDA-MB453) und ErbB2-negative Brustkrebszellen (MDA-MB468) wurde durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Mikros-
kopische Analyse der NKAB-ErbB2 Bindung an ErbB2-exprimierende MDA-MB453 Zellen in 2D-Kultur. Die Bindung an
Zielzellen wurde mit Fluorochrom-gekoppeltem NKAB-ErbB2 (pink) nachgewiesen. Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff Hoechst (turkis) gefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des konfokalen Mikroskops CQ-1 bei einer 60-fachen
VergroRerung. (C) Bindung von NKAB-ErbB2 an ErbB2-positive Mamma-Organoide. Die Bindung eines kommerziell erhélt-
lichen Antikorpers (griin) und von Fluorochrom-gekoppeltem NKAB-ErbB2 (rot) wurde bei einer 20-fachen VergroRerung
am CQ-1 analysiert. Zusatzlich wurden die Signale zur Vergleichbarkeit der Bindung tbereinander gelegt (merged, gelb).
Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst angefarbt (blau). Weitere Erlduterungen sind dem Text zu ent-

nehmen.

Nach Bestdtigung der Bindung von NKAB-ErbB2 sowohl an NKG2D bzw. den NKG2D-CAR auf
Effektorzellen als auch ErbB2 auf Zielzellen wurden im néchsten Schritt Zytotoxizitdtsassays in Kom-
bination mit parentalen NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen durchgefihrt. In Abwe-
senheit von NKAB-ErbB2 ergab sich dabei kein signifikanter Unterschied in der spezifischen Lyse von
ErbB2-exprimierenden MDA-MB453 Brustkrebszellen durch die unterschiedlichen Effektorzellen,

jedoch wurde bei hoheren E:T Verhaltnissen von 10:1 und 5:1 ein Trend hin zu leicht erhdhter
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Zytotoxizitat der NKAR-exprimierenden NK-92 Zellen beobachtet (Abbildung 4.13; A). Dies kann auf
die Expression von NKG2D-L durch MDA-MB453 Zellen zurlickgefiihrt werden (C. Zhang et al., 2021).
Wahrend die Zytotoxizitdt parentaler NK-92 Zellen durch die Zugabe von NKAB-ErbB2 nicht
gesteigert werden konnte, zeigte sich in Anwesenheit von 50 ng/ml (0,32 nM) NKAB-ErbB2 eine
signifikant hohere spezifische Tumorzell-Lyse durch NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen
von bis zu 76,1 + 5,6% (NKAR-NK-92) bzw. 68,6 + 15,0% (NKAR-RD-IL15-NK-92) (E:T 10:1). Ein
signifikanter Unterschied zwischen NKAR-NK-92 und RD-IL15-exprimierenden NKAR-RD-IL15-NK-92
Zellen wurde hierbei nicht festgestellt (Abbildung 4.13; B). Um die fur eine optimale Wirkung
notwendige Menge von NKAB-ErbB2 zu bestimmen, wurden nachfolgend weitere Zytotoxizitats-
assays mit Konzentrationen von 0 — 2500 ng/ml (0 — 16 nM) des Antikorpers bei einem E:T Verhéltnis
von 5:1 durchgefiihrt. Mit zunehmender NKAB-Konzentration wurde dabei eine Steigerung der
spezifischen Lyse ErbB2-exprimierender MDA-MB453 Zellen durch NKAR-NK-92 Zellen beobachtet,
die bei 25 ng/ml (0,16 nM) NKAB-ErbB2 mit 51,5 + 4,4% ein Plateau erreichte. Wahrend die Zugabe
von 50 und 100 ng/ml (0,32 und 0,64 nM) NKAB-ErbB2 zu keiner weiteren Steigerung der
Zytotoxizitat fuhrte, zeigte sich bei hoheren Antikérperkonzentrationen (500 und 2500 ng/ml; 3,2
und 16 nM) stattdessen eine Reduktion der spezifischen Lyse (Abbildung 4.13; C). Dies ist vermutlich
darauf zurtickzufiihren, dass bei hdheren Konzentrationen NKAB-Molekiile im Uberschuss vorliegen
und lediglich an Effektor- oder Zielzellen binden. Eine produktive Quervernetzung von Effektor- und
Zielzellen wird so blockiert. Im Gegensatz zu NKAR-exprimierenden Zellen wurde die spezifische Lyse
von MDA-MB453 Zellen durch parentale NK-92 Zellen durch die Zugabe von NKAB-ErbB2 nicht
signifikant gesteigert. Um auszuschlieBen, dass dies auf ein grundsatzlich unterschiedliches zyto-
toxisches Potenzial der Effektorzellen zurlickzufihren ist, wurde auch die natirliche Zytotoxizitat
anhand der spezifischen Lyse von K562-Zellen bestimmt. Dabei zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen parentalen NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen (Abbildung 4.13; D).
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Abbildung 4.13. Zytotoxische Aktivitat von NKAR-NK-92 Varianten gegenliber ErbB2-postiven Brustkrebszellen in Kombi-
nation mit NKAB-ErbB2. Effektor- und Zielzellen wurden in den aufgefiihrten E:T Verhaltnissen fir 3 h ohne (A) oder mit
50 ng/ml NKAB-ErbB2 (B) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Tumorzell-Lyse. In (C) ist ein 3-stiindiger
Zytotoxizitatsassay mit parentalen NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen in einem E:T Verhéltnis von 5:1 in Anwesenheit
unterschiedlicher NKAB-ErbB2 Konzentrationen gezeigt. Zum Vergleich der naturlichen Zytotoxizitat von parentalen NK-92
und NKAR-NK-92 Zellen ist in (D) zuséatzlich ein Zytotoxizitdtsassay mit MHC-I negativen K562 Zellen dargestellt. Gezeigt
sind jeweils die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0.001.

4.4.3 Optimierung des NKAB-ErbB2 Molekiils

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, inwiefern das urspringliche NKAB-Format weiter optimiert
werden kann. Dazu wurde neben dem Austausch der Bindungsdomadnen am N- und C-Terminus
(NKAB-ErbB2 rev) auch die Orientierung der Vu- und V.-Sequenzen innerhalb der scFv(Kyk2.0)-
Domane (NKAB-ErbB2 2 und NKAB-ErbB2 rev_2) verdndert. Lediglich die ErbB2-spezifische Bin-
dungsdomaéne blieb unverdndert (Abbildung 4.14). Wie zuvor beschrieben, wurden auch diese

variierten Molekule in Expi293F Zellen hergestellt und mittels Protein-G-Affinitatschromatographie

aus dem Zellkulturlberstand gereinigt.
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Abbildung 4.14. Schematische Darstellung von NKAB-ErbB2 Varianten. Der Aufbau des bispezifischen Antikdrpers NKAB-
ErbB2 wurde hinsichtlich der Bindungsdomanen am N- und C-Terminus und der Orientierung der variablen Regionen der
leichten (VL) und schweren (Vi) Antikorperkette innerhalb der NKG2D-Bindungsdomane variiert. Die Domanen sind tber
die Hinge Region, die konstanten Domanen CH2 und CH3 des humanem IgG4 und einen (GsS); Peptid-Linker miteinander
verknUpft. scFv: single-chain fragment variable, Vy: variable Region der schweren Antikdrperkette, V.: variable Region der

leichten Antikorperkette.

Nachfolgend wurde in einem Immunoblot nach Auftrennung unter nicht-reduzierenden Bedin-
gungen gezeigt, dass die Molekiile vorwiegend als Dimere vorliegen und lediglich zu einem kleinen
Anteil als Monomere (Abbildung 4.15; A). Insgesamt war der Anteil an Monomeren in den NKAB-
Formaten mit NKG2D-Bindungsdomdne am C-Terminus geringer. Dies wurde durch die
Quantifizierung der Signale mittels densitometrischer Analyse bestatigt (Abbildung 4.15; B). Hierzu
wurde die Software Imagel verwendet. Im Kontrast zur kalkulierten molekularen Masse der NKAB-
Molekiile (Monomer 80 kDa, Dimer 160 kDa) lag die Bande von NKAB-Monomeren auf der Héhe von
ca. 100 kDa und die der Dimere bei Uber 180 kDa. Dies ldsst sich durch die Glykosilierung der
Molekile an  mehreren  potenziellen O- und  N-Glykosilierungsstellen  erklaren

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/; NetOGlyc-4.0 und NetNGly-1.0).
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Abbildung 4.15. Immunoblot-Analyse gereinigter NKAB-ErbB2 Varianten. (A) Mittels SDS-PAGE wurden die NKAB-ErbB2
Varianten unter nicht-reduzierenden Bedingungen ihrer GroRe nach aufgetrennt. Dabei wurden jeweils 100 ng der NKAB-
Molekile eingesetzt. Im anschliefenden Immunoblot erfolgte der Nachweis der NKAB-ErbB2 Varianten mit Hilfe eines
humanen IgG4-Fc-spezifischen Sekundarantikorpers. Alle Varianten lagen sowohl als Monomer wie auch als Dimer vor.
Kalkulierte molekulare Masse der NKAB-ErbB2 Varianten: Monomer 80 kDa, Dimer 160 kDa. (B) Densitometrische
Auswertung des Immunoblots mittels Imagel. Dargestellt sind relative Werte bezogen auf das jeweils starkste Signal inner-
halb der Banden der NKAB-Dimere und NKAB-Monomere. Zusatzlich wurde das Verhéltnis zwischen Monomer und Dimer

flr jede NKAB-ErbB2 Variante kalkuliert.

Die Bindung der unterschiedlichen NKAB-ErbB2 Varianten an NKAR-NK-92 (NKG2D*) und
MDA-MB453 (ErbB2*) Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Wahrend dabei eine ver-
gleichbare Bindung an ErbB2 festgestellt wurde, deuteten die entsprechenden Histogramme auf
Unterschiede der NKAB-ErbB2 Varianten hinsichtlich ihrer NKG2D-Bindung hin (Abbildung 4.16; A).
Um dies genauer zu analysieren, wurde die Mean flluorescence intensity (MFI) der NKAB-Bindung
berechnet und die delta MFI (AMFI) durch die Subtraktion der Sekundarantikorper-Einzelfarbung
ermittelt. Dabei fiel auf, dass NKAB-ErbB2 Varianten mit VyV.-Orientierung innerhalb der
scFv(Kyk2.0)-Domane schlechter an NKG2D auf NKAR-NK-92 Zellen banden. Wie bereits zuvor auf
Grundlage der Histogramme vermutet, war dagegen die Bindung aller untersuchten NKAB-ErbB2

Varianten an ErbB2 auf MDA-MBA453 Zellen vergleichbar (Abbildung 4.16; B).
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Abbildung 4.16. Analyse der Zellbindung von NKAB-ErbB2 Varianten. (A) Die Bindung der NKAB-ErbB2 Varianten an NKG2D-
exprimierende Effektorzellen (NKAR-NK-92) und ErbB2-positive Tumorzellen (MDA-MB453) wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. Als Kontrollen dienten ungefarbte Zellen und Zellen, welche lediglich mit Sekundarantikorper inkubiert wurden.
(B) Dargestellt ist die MFI der NKAB-Bindung nach Subtraktion der Sekundarantikérper-Einzelfarbung (AMFI). MFI — Mean

fluorescence intensity.

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede in der NKG2D-Bindung einen Einfluss auf die NK-Zell-
vermittelte Lyse von ErbB2-exprimierenden MDA-MB453 Zellen haben, wurden FACS-basierte
Zytotoxizitatsassays durchgefihrt. Hierfir wurden parentale NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen in
Kombination mit 50 ng/ml (0,32 nM) der NKAB-ErbB2 Varianten in einem E:T Verhéltnis von 5:1
eingesetzt und fur 3 h mit den Zielzellen inkubiert. Zum Vergleich wurden entsprechende Ansatze
mit ErbB2-negativen aber NK-sensitiven K562 Zellen mitgeflihrt. Die Effektorzellen zeigten dabei

auch nach Zugabe der verschiedenen NKAB-ErbB2 Molekile keine Unterschiede in ihrer natlrlichen
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Zytotoxizitat gegenlber der Zielzelllinie K562 (Abbildung 4.17; A). Im Fall von MDA-MB453 Zellen
fUhrte die Zugabe von NKAB-Molekilen zu keiner gesteigerten Zytotoxizitat parentaler NK-92 Zellen.
Hingegen wurde die zytotoxische Aktivitdat von NKAR-NK-92 Zellen durch die NKAB-ErbB2 Varianten
von 23,9 + 1,6% auf durchschnittlich 58,8 + 6,7% gesteigert. Ein signifikanter Unterschied zwischen
den NKAB-ErbB2 Varianten war dabei, trotz der zuvor festgestellten Unterschiede in der NKG2D-
Bindung, nicht zu erkennen (Abbildung 4.17; B). Diese Ergebnisse weisen auf eine hohe Flexibilitat
im Design der bispezifischen Antikérper hin, die unabhangig von der jeweiligen Orientierung der

Bindungsdomanen innerhalb der Molekile funktional bleiben.
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Abbildung 4.17. Zytotoxische Aktivitdt von parentalen NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-ErbB2
Varianten. MHC-| negative K562 Leukdamiezellen (A) oder ErbB2-positive MDA-MB453 Brustkrebszellen (B) wurden mit
Effektorzellen in einem Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis (E:T) von 5:1 in An- oder Abwesenheit der aufgefiihrten NKAB-ErbB2
Varianten (50 ng/ml; 0,32 nM) fir 3 Stunden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat
am Durchflusszytometer. scFv: single-chain fragment variable, Vy: variable Domane der schweren Antikérperkette, V,:

variable Domane der leichten Antikorperkette. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SD dreier unabhdngiger Experimente.

ns: p >0,05; **: p < 0,01; ***: p <0.001.

4.4.4 Kombination von NKAB-ErbB2 mit dem IL-15 Superagonisten RD-IL15

Im Abschnitt 4.1 und 4.2 wurde bereits die Generierung RD-IL15 sekretierender NKAR-NK-92 Zellen
beschrieben und die biologische Aktivitdt des IL-15 Superagonisten (RD-IL15) bestéatigt. Neben der

Sekretion von RD-IL15 durch Effektorzellen wurde in dieser Arbeit ein weiterer Ansatz entwickelt, in
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dem RD-IL15 Uber einen kurzen Linker an den N-Terminus des prototypischen NKAB-ErbB2 Molekils
(RD-IL15-NKAB-ErbB2) gekoppelt wurde (Abbildung 4.18; A). Auch dieses Konstrukt wurde Uber das
Expressionsplasmid pcDNA3 unter der Kontrolle des CMV-Promotors in Expi293F Zellen eingebracht
und das entsprechende RD-IL15-NKAB-ErbB2 Molekil in rekombinanter Form produziert. Ein vorge-
lagertes Signalpeptid gewahrleistet die Sekretion des Proteins in den Zellkulturiiberstand, aus dem
es anschlieBend mittels Protein-G-Affinitdtschromatographie aufgereinigt wurde (Abbildung 4.18;
B).

A B anti-NKG2D

RD-IL15 scFv(Kyk2.0) higG4 Fc scFv(FRP5) RD-IL15
I 1 T 1 T 1 I 1
L 1S (L] Vi [L] v [H] cH2] cus ||.-|_| Vi | pcONA3-RD-LIS-  |gGa

NKAB-ErbB2

anti-ErbB2

Abbildung 4.18. Struktur des bispezifischen Antikdrpers RD-IL15-NKAB-ErbB2. (A) Schematischer Aufbau der RD-IL15-
NKAB-ErbB2 Sequenz. Das in das Expressionsplasmid pcDNA3 eingebrachte RD-IL15-NKAB-ErbB2 Konstrukt (pcDNA3-RD-
IL15-NKAB-ErbB2) steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors und trdgt am N-Terminus ein Signalpeptid. AnschlieRend
folgt zunachst der IL-15 Superagonist RD-IL15, welcher sich aus der Sushi-Domane der IL-15 Rezeptor-Untereinheit ¢ und
einer mutierten Form von IL-15 (N72D) zusammensetzt. Uber einen kurzen Linker ist RD-IL15 mit der NKAB-ErbB2 Sequenz
verknlpft, welche eine NKG2D-spezifische scFv-Domane (Kyk2.0) am N-Terminus und eine scFv-Domane spezifisch fur
ErbB2 (FRP5) am C-Terminus enthalt. Die Domanen sind Uber die Gelenkregion (H), die Fc-Domane des humanem IgG4
(CH2 und CH3) und einen (GaS), Peptid-Linker miteinander verkntpft. (B) Schematische Darstellung des RD-IL15-NKAB-
ErbB2 Molekiils. Das Molekdl ist als Homodimer dargestellt. Ausgebildete Disulfidbriicken innerhalb der Gelenkregion
zweier RD-IL15-NKAB-ErbB2 Monomere sind mit Linien angedeutet. scFv: single-chain fragment variable, 1gG: Immun-
globulin G, CMV: CMV-Promotor, SP: Signalpeptid, Vyu: variable Doméne der schweren Antikorperkette, V.: variable
Doméne der leichten Antikorperkette, H: Gelenkregion, Fc: Fragment-kristallisierbare Region eines Antikorpers, L: GS-

Linker.

Die Bindung von gereinigtem RD-IL15-NKAB-ErbB2 an NKG2D auf NKAR-NK-92 und ErbB2 auf
MDA-MB453 Zellen wurde durchflusszytometrisch bestatigt (Abbildung 4.19; A) Dabei wurde die
Bindung von NKAB-ErbB2 an NKG2D durch den N-terminal verknlpften IL-15 Superagonisten RD-
IL15 nicht gehemmt. Das Potenzial von RD-IL15-NKAB-ErbB2 zur Steigerung der Zytotoxizitat von
NKAR-NK-92 Zellen wurde anschlieBend im direkten Vergleich mit dem Ausgangsmolekil NKAB-
ErbB2 untersucht. Dabei wurden beide Antikdrper in gleichen molaren Konzentrationen eingesetzt.
Als Zielzelllinie diente die von der murinen Glioblastom-Zelllinie GL261 abgeleitete, ErbB2-expri-
mierende Variante GL261/ErbB2. In vorherigen Arbeiten der Gruppe wurde bereits gezeigt, dass

murine NKG2D-L auf GL261 Zellen nicht von NKAR-Molekilen (basierend auf humanem NKG2D)
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erkannt werden (C. Zhang et al.,, 2021). Aufgrund dessen kann mit diesen Zielzellen der Effekt des
NKAB-Molekils ohne den Einfluss einer NKG2D/NKG2D-L Interaktion analysiert werden. Mit bis auf
0.64 nM steigenden NKAB-ErbB2 und RD-IL15-NKAB-ErbB2 Konzentrationen wurde eine zuneh-
mende spezifische Lyse von GL261/ErbB2 Zellen detektiert. Bei Konzentrationen tUber 0,64 nM sank
der Anteil lysierter Zellen dagegen wieder (Abbildung 4.19; B). Hierbei wurde kein statistisch
signifikanter Unterschied in den Effekten der beiden NKAB-Molekdile festgestellt. Zusammenfassend
zeigen die Ergebnisse, dass die beiden Molekile Effektor- und Zielzellen in vergleichbarem MaRe
binden und eine erhohte spezifische Lyse von ErbB2-exprimierenden Zielzellen induzieren. Der an

NKAB-ErbB2 gekoppelte IL-15 Superagonist beeinflusste diese Interaktion nicht in negativer Weise.
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Abbildung 4.19. Funktionalitdt des RD-IL15-NKAB-ErbB2 Molekiils. (A) Analyse der NKAB-Bindung an NKG2D-positive
Effektor- und ErbB2-positive Tumorzellen. Die Bindung des RD-IL15-NKAB-ErbB2 Molekils an NKG2D-positive NKAR-NK-92
Zellen und ErbB2-positive Brustkrebszellen (MDA-MB453) wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten
ungefarbte oder lediglich mit Sekundéarantikérper gefarbte Zellen. (B) Vergleich des zytotoxischen Potenzials von RD-IL15-
NKAB-ErbB2 und NKAB-ErbB2 in Kombination mit NKAR-NK-92 Zellen. Es wurde ein Zytotoxizitatsassay mit NKAR-NK-92
und GL261/ErbB2 Zellen in einem E:T Verhaltnis von 5:1 mit steigenden Konzentrationen an RD-IL15-NKAB-ErbB2 oder
NKAB-ErbB2 fur 3 Stunden durchgefihrt. Die Tumorzell-Lyse wurde am Durchflusszytometer bestimmt. Gezeigt sind die

Mittelwerte + SD dreier unabhéngiger Experimente. ns: p > 0,05.
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Nachdem bestatigt werden konnte, dass RD-IL15 die Eigenschaften des bispezifischen Molekuls
hinsichtlich der Bindung und induzierten Zytotoxizitat nicht negativ beeinflusst, wurde im nachsten
Schritt die Funktionalitdt des an NKAB-ErbB2 gekoppelten IL-15 Superagonisten untersucht. Die
biologische Aktivitdt wurde dabei wie bereits flir NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen mit Hilfe eines pSTATS
Immunoblots und Vitalitdts- und Proliferationsassays Uberprift. NKAR-NK-92 Zellen wurden hierzu
far 24 h mit rekombinanten Zytokinen oder rekombinantem RD-IL15-NKAB-ErbB2 kultiviert. Als Ne-
gativkontrolle dienten Zellen, die in Medium ohne Zytokine kultiviert wurden, wahrend als Positiv-
kontrolle Zellen mit IL-2 oder IL-15 behandelt wurden. AnschlieBend wurden Zelllysate hergestellt
und im Immunoblot auf die Phosphorylierung von STATS analysiert. Wahrend in NKAR-NK-92 Zellen,
kultiviert ohne IL-2 oder IL-15, kein pSTAT5 nachgewiesen werden konnte, zeigten alle weiteren
Proben eine spezifische Bande flir phosphoryliertes STATS (Abbildung 4.20; A). Die Kopplung von
RD-IL15 an NKAB-ErbB2 hatte folglich keinen negativen Effekt auf die Bindung der Zytokindomane
an die B/y-Untereinheit des IL-15 Rezeptors auf NKAR-NK-92 Zellen und die Aktivierung des JAK/STAT

Signalwegs.

Fur Vitalitats- und Proliferationsassays wurden 2,5x10° NKAR-NK-92 Zellen ausgesat und fur 7 Tage
in Medium mit IL-2, ohne IL-2 oder mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 (50 ng/ml) kultiviert. An Tag 3 wurde
die entsprechende Probe erneut mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 (50 ng/ml) stimuliert. Eine Restimulation
mit IL-2 erfolgte nicht. Zellzahl und Vitalitat der Zellen wurden an Tag 0, 1, 4 und 7 bestimmt. Bereits
an Tag 4 war ein Abfall der Vitalitat von NKAR-NK-92 Zellen in Abwesenheit von IL-2 zu beobachten
(31 £ 9,2%), welcher an Tag 7 noch weiter vorangeschritten war (18,3 = 11,2%). Zellen, die in Ab-
wesenheit von IL-2 aber unter Zugabe von RD-IL15-NKAB-ErbB2 kultiviert wurden, zeigten im Ver-
gleich zu NKAR-NK-92 Zellen kultiviert mit IL-2 dagegen eine ahnlich hohe Vitalitat, die erst an Tag 7
leicht abfiel. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (RD-IL15-NKAB: 70,3 + 11,7%; IL-2:
86,7 £ 5,9%) (Abbildung 4.20; B).

Die Analyse der Proliferation ergab eine signifikante Reduktion der Zellzahl von NKAR-NK-92 Zellen
ohne IL-2 an Tag4 (7,8x10* + 1,2x10%), wahrend Zellen, die mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 stimuliert
wurden, eine konstante Zellzahl zeigten. Im Vergleich dazu verdoppelte sich die Zellzahl der NKAR-
NK-92 Zellen durch IL-2-Stimulation (5,0x10° + 1,1x10°). Diese Unter-schiede verdeutlichten sich an
Tag 7. Wahrend sich in Ansdtzen ohne Zytokine die Zellzahl weiter reduzierte (2,3x10* + 2,1x10%),
stimulierten sowohl rekombinantes IL-2 als auch RD-IL15-NKAB-ErbB2 die Proliferation der NKAR-
NK-92 Zellen. Allerdings zeigte der Vergleich der Zellzahlen der RD-IL15-NKAB-ErbB2 (4,9x10° +
5,2x10%) und IL-2 stimulierten Proben (7,3x10° + 2,1x10%) signifikante Unterschiede (Abbildung 4.20;

C). Die geringere Zellzahl nach Stimulation mit dem RD-IL15-NKAB Fusionsprotein ldsst darauf
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schlielen, dass dieses das fehlende IL-2 nicht vollstidndig kompensieren kann, moglicherweise
aufgrund nicht ausreichender Mengen von RD-IL15-NKAB-ErbB2 (eingesetzte Konzentrationen von

IL-2: 0,4 nM; RD-IL15-NKAB-ErbB2: 0,1 nM).
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Abbildung 4.20. Biologische Aktivitat von RD-IL15 gekoppelt an den bispezifischen Antikérper NKAB-ErbB2 (RD-IL15-NKAB-
ErbB2). (A) Detektion von phosphoryliertem STATS (pSTATS) in NKAR-NK-92 Zellen. NKAR-NK-92 Zellen wurden fiir 24 h in
An- oder Abwesenheit von IL-2 mit oder ohne RD-IL15-NKAB-ErbB2 (20 ng/ml; 0,1 nM) kultiviert. Zusatzlich wurden NKAR-
NK-92 Zellen in Abwesenheit von IL-2 unter Zugabe von rekombinantem, humanem IL-15 (20 ng/ml) fir 24 h oder 0,5 h
am Folgetag inkubiert. In einem Immunoblot wurde pSTATS detektiert (Molekulare Masse ~ 90 kDa). y-Tubulin wurde als
Ladekontrolle eingesetzt (Molekulare Masse ~ 50 kDa). (B) Auswirkung einer IL-2 Depletion auf die Vitalitdt und Pro-
liferation von NKAR-NK-92 Zellen in An- oder Abwesenheit von RD-IL15-NKAB-ErbB2. NKAR-NK-92 Zellen wurden in
Medium mit oder ohne IL-2 (0,4 nM) kultiviert und Vitalitat (B) und Zellzahl (C) wurden an den Tagen 0, 1, 4 und 7 bestimmt.
Zusétzlich wurden Zellen unter Zugabe von 50 ng/ml (0,1 nM) RD-IL15-NKAB-ErbB2 in Abwesenheit von IL-2 kultiviert. Eine
Restimulation mit RD-IL15-NKAB-ErbB2 erfolgte an Tag 3. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experi-
mente. ns: p >0,05; *: p <0,05; **: p <0,01; ****: p < 0,0001.
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4.4.5 Zusammenfassung der Abschnitte 4.4.1 bis 4.4.4

In vorausgegangenen Arbeiten der Gruppe wurde in durchflusszytometrischen Analysen gezeigt,
dass das bispezifische Molekil NKAB-ErbB2 sowohl an den extrazelluldren Teil von NKG2D als auch
an das Tumor-assoziierte Antigen ErbB2 bindet (C. Zhang et al.,, 2021). Diese Daten wurden im
Rahmen dieser Arbeit durch den Nachweis der spezifischen Bindung von NKAB-ErbB2 an
zweidimensional (adhdrente MDA-MBA453 Zellen) und dreidimensional (ErbB2* Mamma-Organoide)
wachsende Tumorzellen in Fluoreszenz-mikroskopischen Analysen bestatigt. Durch die Kombination
von NKAB-ErbB2 und NKAR-NK-92 oder NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen wurde die Lyse ErbB2-expri-
mierender MDA-MB453 Zellen signifikant gesteigert. Dabei lag die optimale Konzentration von
NKAB-ErbB2 bei 50 ng/ml (0,32 nM), wahrend Konzentrationen tber 100 ng/ml (0,64 nM) eine
Reduktion der Tumorzell-Lyse zur Folge hatten. Um zu prifen, ob die Funktionalitat von NKAB-ErbB2
durch Anderung der Proteinstruktur weiter verbessert werden kann, wurden die Bindungsstellen am
N-Terminus und C-Terminus ausgetauscht und die Orientierung der V- und Vi-Domanen innerhalb
des scFv(Kyk2.0) Antikorperfragments wurde variiert. Die vier untersuchten Formate zeigten kleinere
Unterschiede hinsichtlich der NKG2D Bindung. Jedoch hatten diese keine signifikante Auswirkung
auf die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat. Dies weist nach, dass das Design der NKAB-Molekiile ein
hohes Mal} an Variationen ermoglicht, ohne dabei die Funktionalitdt einzuschranken. Zusatzlich
wurde ein NKAB-ErbB2 Molekil generiert, das am N-Terminus den IL-15 Superagonisten RD-IL15
tragt (RD-IL15-NKAB-ErbB2). Auch dieses Fusionsprotein zeigte ebenso wie unmodifiziertes NKAB-
ErbB2 eine bispezifische Bindung an die Zielstrukturen NKG2D und ErbB2 und induzierte eine gestei-
gerte Lyse ErbB2-positiver MDA-MB453 Zellen durch NKAR-NK-92 Zellen. Die biologische Aktivitat
der RD-IL15 Domadne wurde durch den Nachweis der Aktivierung des IL-15 Signalwegs in NKAR-NK-92
Zellen anhand von phosphoryliertem STATS mittels Immunoblot und in Proliferations- und Vitalitats-

assays bestatigt.

4.5 Generierung und funktionelle Charakterisierung eines bispezifischen

Antikérpers gerichtet gegen NKG2D und EGFR

Wie zuvor bereits aufgefihrt, stellt die Heterogenitdt der Expression von Tumor-assoziierten
Antigenen im Gewebe solider Tumoren ein bekanntes Problem bei der Behandlung von Krebs-
erkrankungen mit Immuntherapien wie monoklonalen Antikdrpern oder genmodifizierten Immun-
zellen dar. So besteht die Gefahr, dass Tumorzellen, welche das Zielantigen verloren haben (Antigen

loss), der Therapie entgehen. Die Kombination aus NKAR-NK-92 Zellen und bispezifischem Antikdrper
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bietet hingegen die Moglichkeit, die Therapie an das Antigenprofil der Tumorzellen anzupassen und

auf weitere Veranderungen im Verlauf der Therapie wie beispielweise Antigen loss zu reagieren.

In den vorangegangenen Untersuchungen zeigte sich bereits, dass unterschiedliche Variationen des
NKAB-ErbB2-Molekidils, wie zum Beispiel eine gedanderte Anordnung der Vy- und Vi-Doméanen oder
die Kopplung von RD-IL15, nicht zu Einschrankungen in dessen Funktion fihren. Der Aufbau des
Molekdls erlaubt also ein hohes MaR an Flexibilitdt beziiglich der Anordnung und Natur der einge-
setzten funktionellen Domadnen. Um das Therapiekonzept auch auf andere Tumorentitaten auszu-
weiten, wurden im nachsten Schritt NKAB-Molekile generiert, die weitere Tumor-assoziierte Anti-
gene binden. Dabei wurde zunachst das bispezifische Molekil NKAB-EGFR generiert. Dieses erkennt
neben der extrazelluliren Domane von NKG2D den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor
(Epidermal growth factor receptor; EGFR). EGFR ist eine membranstandige Rezeptor-Tyrosinkinase
und gehdrt, wie auch ErbB2, zur ErbB-Protein Familie. Die Expression hoher Mengen von EGFR in
unterschiedlichen Tumorentitdten wurde in vielen Studien gezeigt. EGFR fordert dabei das Wachs-
tum, das Uberleben, die Adh&sion und die Migration der Tumorzellen und stellt daher ein vielver-
sprechendes Zielmolekll zur Behandlung von Tumorerkrankungen dar (Seshacharyulu et al., 2012;
Uribe et al.,, 2021). Neben der Amplifikation des EGFR-Gens und der Uberexpression des wild-
typischen EGFR-Proteins sowohl beim Glioblastom als auch bei Tumoren der Brust und Lunge,
wurden in Tumorzellen zusatzlich mutierte, hyper-aktive Formen des Rezeptors identifiziert. Dabei
ist EGFRvIII die am haufigsten vertretene genetische Aberration in Hirntumoren und wird mit einer
schlechten Prognose assoziiert. Obwohl durch das Fehlen eines grolRen Bereichs der extrazellularen
Domaéne keine natlrlichen EGFR-Liganden an EGFRvIII binden kénnen, ist der Rezeptor konstitutiv

aktiv (Uribe et al., 2021).

4.5.1 Erweiterung des NKAB-Repertoires durch NKAB-EGFR

Cetuximab ist ein therapeutisch genutzter, EGFR-spezifischer monoklonaler Antikorper des IgG1
Isotyps, welcher sowohl allein als auch in Kombination mit Chemotherapie eingesetzt wird. Aufgrund
seiner hoch affinen Bindung an EGFR verhindert er die Bindung von EGFR-Liganden und somit die
Aktivierung des Rezeptors. Aullerdem induziert Cetuximab die Internalisierung und Degradation des
Rezeptors und kann zuséatzlich Gber seinen Fc-Teil ADCC und CDC vermitteln (Holubec et al., 2016;
Yonesaka et al., 2011). Die Bindungsdomane von Cetuximab erkennt neben EGFR auch die mutierte
Variante EGFRvIII. Aufgrund der klinischen Relevanz und der dualen Bindung an EGFR und EGFRuvlI|
wurde daher das Antikorperfragment scFv(225), das die gleiche Bindungsdoméane wie Cetuximab
enthalt (Mdller et al., 2014), in dieser Arbeit fir die Generierung von NKAB-EGFR eingesetzt. Das
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bispezifische Molekul tragt am N-Terminus die Bindungsstelle fir EGFR und am C-Terminus die
bereits beschriebene NKG2D-spezifische Domane. Auch NKAB-EGFR basiert wie das bereits einge-
flhrte NKAB-ErbB2 auf dem humanem IgG4 Molekil (Abbildung 4.21; A). Die Sequenz wurde Uber
den pcDNA3-Vektor in Expi293F Zellen eingebracht und das rekombinante Protein unter der Kon-
trolle des CMV-Promotors exprimiert (Abbildung 4.21; B). Nach einer SDS-PAGE unter reduzierenden
und nicht-reduzierenden Bedingungen wurde im Immunoblot gezeigt, dass mittels Protein-G-
Affinitatschromatographie gereinigtes NKAB-EGFR vorwiegend als Dimer und nur zu einem kleinen
Teil als Monomer vorliegt (Abbildung 4.21; C). Im Vergleich zur nicht-reduzierten Probe ist die
Proteinbande unter reduzierenden Bedingungen deutlich schwacher ausgepragt. Moglicherweise
beeintrachtigt das Aufbrechen der Disulfidbindungen die Erkennung des Epitops durch den Detek-

tionsantikorper und fiihrt daher zu einem verminderten Signal.

scFv(225) hlgG4 Fc scFv(Kyk2.0)
— f 1 T \
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Abbildung 4.21. Aufbau des bispezifischen Antikérpers NKAB-EGFR. (A) Zusammensetzung der NKAB-EGFR Sequenz. Das
in das Expressionsplasmid pcDNA3 eingebrachte NKAB-EGFR Konstrukt (pcDNA3-NKAB-EGFR) steht unter der Kontrolle des
CMV-Promotors und tragt am N-Terminus ein Signalpeptid. Daran anschliefend folgt eine EGFR-spezifische scFv-Doméane
(225) und am C-Terminus ein scFv-Antikérperfragment spezifisch fir NKG2D (Kyk2.0). Die Bindungsdomaénen sind Gber die
Gelenkregion (H), den Fc-Teil des humanem 1gG4 (CH2 und CH3) und einen (G4S), Peptid-Linker (L) miteinander verknupft.
(B) Schematische Darstellung des NKAB-EGFR Molekdils. Das Molekiil ist als Homodimer dargestellt. Ausgebildete Disulfid-
bricken innerhalb der Gelenkregion zweier NKAB-EGFR Monomere sind mit Linien angedeutet. (C) Immunoblot-Analyse
von NKAB-EGFR. Das gereinigte NKAB-EGFR Molekil wurde unter reduzierenden (r) und nicht-reduzierenden (nr)
Bedingungen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Insgesamt wurden 100 ng pro Spur eingesetzt. Der anschlieRende Nachweis
im Immunoblot erfolgte mit Hilfe eines humanen IgG4-Fc-spezifischen Sekundarantikdrpers. Molekulare Masse NKAB-
EGFR: 80 kDa (Monomer), 160 kDa (Dimer). scFv: single-chain fragment variable, 1gG: Immunglobulin G, CMV: CMV-
Promotor, SP: Signalpeptid, Vy: variable Doméane der schweren Antikdrperkette, Vi: variable Doméne der leichten Anti-

korperkette, H: Gelenkregion, Fc: Fragment-kristallisierbare Region eines Antikorpers, L: GS-Linker.
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4.5.2 Funktionelle Charakterisierung des bispezifischen Molekiils NKAB-EGFR

Die Bindung des bispezifischen NKAB-EGFR Molekils an NKG2D-exprimierende NK-Zell-Varianten
(Abbildung 4.22; A) und EGFR-exprimierende Glioblastom- (T98G) und Brustkrebs-Zelllinien (MDA-
MB468) wurde durchflusszytometrisch untersucht. Wahrend die Bindung von NKAB-EGFR an

Antigen-positive Zielzellen ersichtlich war, wurden Antigen-negative K562 Zellen dagegen nicht von

NKAB-EGFR gebunden, was die Antigen-Spezifitdt des Molekdls nachweist (Abbildung 4.22; B).
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Abbildung 4.22. Durchflusszytometrische Analyse der Zellbindung von NKAB-EGFR. Die Bindung von NKAB-EGFR (25 ng/ml;
0,16 nM) an (A) NKG2D-exprimierende Effektorzellen und (B) EGFR-positive und -negative Tumorzellen wurde durchfluss-

zytometrisch Gberprift. Als Kontrollen dienten ungefarbte oder lediglich mit Sekundarantikorper gefarbte Zellen.

Nach Bestatigung der spezifischen Zellbindung von NKAB-EGFR wurde untersucht, ob die Zugabe des
bispezifischen Antikorpers eine Steigerung der Zytotoxizitat von parentalen und NKAR-NK-92 Zellen
gegenlber EGFR-exprimierenden Glioblastomzellen (T98G) bewirken kann. Dazu wurde ein Zyto-
toxizitatsassay mit steigenden NKAB-EGFR Konzentrationen und einem E:T Verhaltnis von 5:1 durch-
geflhrt. In Kombination mit parentalen NK-92 Zellen wurde eine leichte, aber dennoch signifikante
Steigerung der spezifischen Lyse mit einem Wirkoptimum von 10 ng/ml (0,06 nM) NKAB-EGFR
detektiert (Abbildung 4.23; A). Verglichen mit parentalen NK-92 Zellen zeigten NKAR-NK-92 Zellen in
Anwesenheit von NKAB-EGFR eine deutlich erhdhte Zytotoxizitdat. Wahrend ohne NKAB nur

10,6 £ 0,6% der T98G Zellen abgetdtet wurden, wurde die spezifische Lyse bei einer Konzentration
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von 25 ng/ml (0,16 nM) NKAB-EGFR auf 32,5 + 0,9% gesteigert. Wie bereits fir NKAB-ErbB2 gezeigt,
erhohte sich die Tumorzell-Lyse zundchst mit zunehmender NKAB-Konzentration. Bei Konzentratio-
nen Uber 25 ng/ml (0,16 nM) war jedoch auch im Fall von NKAB-EGFR eine Reduktion der spezifi-
schen Lyse zu beobachten (Abbildung 4.23; B). Dies spricht dafir, dass die gegenseitige Kompetition

solcher Molektle bei hohen Konzentrationen ein generelles Phanomen darstellt.
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Abbildung 4.23. Zytotoxische Aktivitdt von parentalen NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-EGFR
gegenuber EGFR-exprimierenden Glioblastomzellen (T98G). T98G Zellen (Zielzellen) wurden mit (A) parentalen NK-92 und
(B) NKAR-NK-92 Zellen (Effektorzellen) in einem E:T Verhaltnis von 5:1 und steigenden NKAB-EGFR Konzentrationen
koinkubiert. Nach 3 Stunden wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind

die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente. **: p < 0,01; ****: p < 0,0001.

Um zu untersuchen, ob hohe Konzentrationen I6slicher NKAB-MolekUle in Abwesenheit von Tumor-
zellen mit entsprechender Antigenexpression bereits eine ungerichtete Aktivierung von NK-Zellen
und eine damit einhergehende im Patienten, potenziell mit Nebenwirkungen verbundene Reaktion
induzieren, wurde ein Degranulationsassay durchgefiihrt. Dieser beruht auf der Detektion von
CD107a (LAMP1) auf der Zelloberflache von NK-Zellen. Nach Aktivierung von NK-Zellen werden
lytische Granula freigesetzt, welche die Eliminierung von Zielzellen induzieren. Die Lipid-Schicht der
lytischen Granula enthdlt das Membranprotein CD107a, welches nach dem Verschmelzen der
Granula mit der Zellmembran auf der Oberflache mittels durchflusszytometrischer Analysen nach-
gewiesen werden kann (Abbildung 4.24). Die Oberflachenexpression von CD107a korreliert dement-

sprechend mit der Freisetzung von lytischen Granula und der zytotoxischen Aktivitat der analysierten

Immunzellen (Alter et al., 2004).
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Abbildung 4.24. Degranulation einer NK-Zelle nach Aktivierung. NK-Zellen enthalten lytische Granula, welche nach
Aktivierung zur immunologischen Synapse zwischen NK-Zelle und Zielzelle transportiert werden. Dort verschmelzen sie mit
der Plasmamembran und setzen ihren zytotoxischen Inhalt in Richtung der Zielzelle frei. Eingebettet in die Lipid-
Doppelschicht der Granula befindet sich das Membranprotein CD107a, welches durch die Verschmelzung der Granula mit

der Plasmamembran auf der Zelloberflache von NK-Zellen erscheint.

NKAR-NK-92 Zellen wurden mit 50 ng/ml (0,32 nM) I6slichen NKAB-EGFR in An- oder Abwesenheit
von EGFR-positiven MDA-MB468 Zellen inkubiert. Als Positivkontrollen dienten NKAR-NK-92 Zellen
stimuliert mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)/lonomycin (lono) oder inkubiert mit der NK-
sensitiven Zielzelllinie K562. Nach 3 h wurden die NKAR-NK-92 Zellen durchflusszytometrisch hin-
sichtlich ihrer CD107a Expression analysiert. Durch die Zugabe von PMA/lono (95,7 + 0,3%) oder
K562 (69,4 + 3,2%) wurde der prozentuale Anteil an CD107a* NK-Zellen deutlich gesteigert. NKAR-
NK-92 Zellen, inkubiert mit NKAB-EGFR ohne Tumorzellen, zeigten dagegen nahezu keine CD107a
Oberflachenexpression (1,7 + 0,3%). Die Zugabe von MDA-MB468 Zellen steigerte jedoch den pro-
zentualen Anteil an CD107a* NKAR-NK-92 Zellen auf 37,7 + 1,0% (Abbildung 4.25). Diese Ergebnisse
zeigen, dass NK-Zellen nur dann durch NKAB-Molekiile aktiviert werden, wenn diese an entspre-
chende Zielantigen-exprimierende Tumorzellen gebunden sind. Damit ist auch bei einem moglichen
Einsatz im Patienten von einer hohen Spezifitdt der NKAB-vermittelten Aktivierung von Effektor-

zellen auszugehen.
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Abbildung 4.25. Degranulationsassay zur Bestimmung der NKAR-NK-92 Aktivierung. Dargestellt ist der prozentuale Anteil
an CD107a* NKAR-NK-92 Zellen nach 3-stiindiger Inkubation mit PMA (50 ng/ml) und lonomycin (500 ng/ml), K562 (Positiv-
kontrolle), 50 ng/ml (0,32 nM) léslichem NKAB-EGFR oder 50 ng/ml (0,32 nM) NKAB-EGFR + MDA-MB468 Brustkrebszellen
(EGFR*) (E:T 1:1). Unstimulierte, in Medium kultivierte NKAR-NK-92 Zellen wurden als Negativkontrolle eingesetzt. Gezeigt

sind die Mittelwerte + SD dreier unabhdngiger Experimente. ***: p <0,001; ****. p < 0,0001.

Neben der in den vorausgegangenen Experimenten bestatigten Aktivierung der NK-Zelllinie NK-92
oder genetisch modifizierter NKAR-NK-92 Zellen gegen Tumorzellen durch spezifische NKAB-
Molekile, ist es von besonderem Interesse zu kldaren, ob auch primdre NKG2D-exprimierende
Immunzellen durch NKAB-Molekiile gegen Tumorzellen ausgerichtet werden konnen. Um den Effekt
von NKAB-EGFR auf primare Immunzellen zu untersuchen, wurden zunachst PBMCs aus dem Blut
gesunder Spender isoliert und mit CD3-spezifischen (Abbildung 4.26; T-Zellen — gelb) und CD56-
spezifischen (Abbildung 4.26; NK-Zellen —tiirkis) Antikdrpern gefarbt. AnschlieRend wurden mit CFSE
gefarbte, EGFR-exprimierende Brustkrebszellen (Abbildung 4.26; MDA-MB468 — grin) mit
Fluorochrom-gekoppeltem NKAB-EGFR (Abbildung 4.26; pink — 50 ng/ml; 0,32 nM) und den ge-
farbten PBMCs (E:T 5:1) gemischt und fir 4 h an einem konfokalen Mikroskop beobachtet. Bereits
zu Beginn der Aufzeichnung war im ausgewahlten Bildausschnitt der erste Zellkontakt zwischen NK-
Zellen und einer mit NKAB-EGFR benetzten Tumorzelle zu erkennen (Pfeil). Im Versuchsverlauf zeigte
sich zudem, dass Tumorzellen, welche in Kontakt mit NK-Zellen standen, abgetdtet wurden. Dies
wurde vor allem durch die blasenférmige Ausstilpung der Zellmembran deutlich, die als Membrane
blebbing bezeichnet wird und als Merkmal der Apoptose gilt (Abbildung 4.26). Das generierte NKAB-
EGFR Molekdl ist somit, wie bereits flir NKAB-ErbB2 gezeigt, in der Lage, auch eine gerichtete
Tumorzell-Lyse durch NKG2D-positive primare NK-Zellen zu induzieren (C. Zhang et al., 2021). Eine
durch T-Zellen vermittelte Lyse wurde in diesem Versuch nicht beobachtet. Dies ldsst sich vermutlich
darauf zuriickfihren, dass T-Zellen im Vorfeld keiner initialen Aktivierung tber CD3 und CD28

unterzogen, sondern zur Stimulation lediglich mit IL-2 und IL-15 kultiviert wurden.
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MDA-MB468 (EGFR*) + primare Lymphozyten in Kombination mit NKAB-EGFR

MDA-MB468 CD56

Abbildung 4.26. Analyse der zytotoxischen Aktivitdt von primdren NK-Zellen in Kombination mit NKAB-EGFR gegeniiber
EGFR-exprimierenden Brustkrebszellen (MDA-MB68) mittels Zeitraffer-Mikroskopie. PBMCs von gesunden Spendern
wurden isoliert und mit anti-CD56 (NK-Zellen, tlrkis) und anti-CD3 (T-Zellen, gelb) Antikorpern gefarbt. Die Immunzellen
wurden in einem E:T Verhaltnis von 5:1 mit CFSE-gefarbten Brustkrebszellen (MDA-MB468, griin) gemischt. Fluorochrom-
gekoppeltes NKAB-EGFR (pink) wurde in einer Konzentration von 50 ng/ml (0,32 nM) zugegeben. Die Kokultur wurde im
Anschluss fir 4 h am konfokalen Mikroskop CQ-1 bei einer 40-fachen VergréRerung analysiert. Die Pfeile zeigen den

Kontakt zwischen primaren NK-Zellen und NKAB-benetzten Tumorzellen.

Die durch primare NK-Zellen vermittelte Lyse von MDA-MB468 Zellen in Gegenwart von NKAB-EGFR
wurde daneben auch in einem FACS-basierten Zytotoxizitdtsassay untersucht und quantifiziert.
Primare NK-Zellen wurden isoliert und nach 4-tdgiger Stimulation mit IL-2 und IL-15 in einem E:T
Verhaltnis von 20:1 mit EGFR-positiven MDA-MB468 Tumorzellen als Zielzellen eingesetzt. Durch die
Zugabe von 25 oder 50 ng/ml (0,16 und 0,32 nM) NKAB-EGFR konnte dabei die spezifische Lyse von
MDA-MB468 Zellen signifikant gesteigert werden (kein NKAB: 28,3 + 1,3%; 25 ng/ml: 38,9 + 4,7% ;
50 ng/ml: 38,9 + 3,5%). Mit steigenden NKAB-Konzentrationen (100 ng/ml / 0,64 nM) fiel die spe-
zifische Lyse dagegen wieder leicht ab (37,3 + 7,0%). Verglichen mit der Zytotoxizitdt von primaren
NK-Zellen in Abwesenheit von NKAB-EGFR wurde durch die Zugabe von 100 ng/ml| NKAB-EGFR daher
keine signifikante Steigerung der Tumorzell-Lyse mehr erreicht (Abbildung 4.27; A). Die natirliche
Zytotoxizitat der primaren NK-Zellen gegeniiber K562 Zellen war innerhalb der Gruppe von Donoren

vergleichbar (68,5 = 7,4%) (Abbildung 4.27; B).
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Abbildung 4.27. Zytotoxische Aktivitat von primaren NK-Zellen gegenliber EGFR-exprimierenden Mammakarzinomzellen
(MDA-MB468) in Gegenwart von NKAB-EGFR. (A) Primare NK-Zellen wurden isoliert und fur 4 Tage mit IL-2 und IL-15 stimu-
liert, bevor sie mit MDA-MB468 Zellen in einem E:T Verhaltnis von 20:1 eingesetzt wurden. Der Ansatz aus Effektor- und
Zielzellen wurde fir 3 Stunden mit unterschiedlichen NKAB-Konzentrationen inkubiert und die spezifische Lyse im An-
schluss am Durchflusszytometer bestimmt. (B) Die natirliche Zytotoxizitat priméarer NK-Zellen unterschiedlicher Donoren
wurde in einem Zytotoxizitatsassay gegen MHC-I negative K562 Zellen (E:T 20:1) bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte +

SD dreier unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; *: p <0,05; **: p < 0,01.

4.5.3 Zusammenfassung der Abschnitte 4.5.1 und 4.5.2

In den in den Abschnitten 4.5.1 und 4.5.2 dargestellten Experimenten wurde durch den Austausch
des ErbB2-spezifischen scFv-Antikdrperfragments ein bispezifisches NKAB-Molekil generiert (NKAB-
EGFR), welches neben NKG2D das Tumor-assoziierte Antigen EGFR erkennt. Neben der spezifischen
Bindung von NKAB-EGFR an seine Zielstrukturen wurde auch eine durch das bispezifische Molekdl
gesteigerte Zytotoxizitdat von NKAR-NK-92 Zellen gegenliber der EGFR-exprimierenden Glioblastom-
Zelllinie T98G nachgewiesen. Zudem konnte in mikroskopischen Untersuchungen und FACS-
basierten Zytotoxizitdtsassays gezeigt werden, dass NKAB-EGFR auch in Kombination mit primaren,
humanen NK-Zellen funktional ist und die Lyse von EGFR* MDA-MB468 Brustkrebszellen vermittelt.
In einem Degranulationsassay wurde auBerdem nachgewiesen, dass NKAB-EGFR Molekile nur dann
NK-Zellen aktivieren, wenn sie an EGFR-exprimierende Tumorzellen gebunden sind. Dies schlief3t

eine unerwlnschte ungerichtete Aktivierung von NK-Zellen durch hohe Konzentrationen |8slicher

NKAB-EGFR MolekUle aus.
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4.6 Kombinationstherapie mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR

Wie bereits zuvor beschrieben, gehdren ErbB2 und EGFR zur Familie der ErbB-Rezeptor-Tyrosin-
kinasen und kénnen nach EGFR-Aktivierung Heterodimere ausbilden. Wahrend sie unter normalen
Bedingungen kritische Regulatoren fir zellulare Prozesse sind, tragt ihre Deregulierung zur Entwick-
lung von Tumorerkrankungen bei (Hsu & Hung, 2016). Zudem wurde gezeigt, dass ErbB2 eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung von Resistenzen gegenliber EGFR-spezifischen Antikorpern spielt,
und eine erhohte EGFR-Expression die Resistenzbildung gegenlber ErbB2-spezifischen Therapien
wie dem humanisierten, monoklonalen Antikorper Trastuzumab begiinstigt (Dua et al., 2010). Die
Zulassung des Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK)-Inhibitors Lapatinib, welcher sowohl EGFR als auch
ErbB2 inhibiert, zeigt die klinische Relevanz eines Kombinations-Ansatzes. Dies legt nahe, dass auch
eine Kombinationstherapie aus NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR einen Vorteil gegenliber einer Mono-
therapie haben konnte. Um diese Hypothese nadher zu untersuchen, wurden zunachst murine
Glioblastomzellen (GL261) generiert, welche nach lentiviralem Gentransfer die Oberflachenproteine
EGFR oder EGFRvIII stabil exprimieren (GL261/EGFR und GL261/EGFRvIII). Zusatzlich wurden die von
Dr. Jasmin Roder in gleicher Weise hergestellten GL261/ErbB2 Zellen eingesetzt. Durch die Ver-
wendung von murinen Zellen kann dabei in den nachfolgenden Untersuchungen eine NKAR-
vermittelte Aktivierung Gber NKG2D-L ausgeschlossen werden, da sowohl humanes NKG2D als auch
der synthetische Rezeptor NKAR lediglich humane NKG2D-L, nicht aber murine Liganden, erkennen.
Nach Transduktion von GL261 Zellen und Anreicherung der ErbB2- bzw. EGFR-positiven Zellen durch
Zellsortierung wurde die Bindung von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR an die jeweiligen Zielzellen
durchflusszytometrisch bestimmt. In diesen und den nachfolgenden Untersuchungen wurde dabei
ausschlieRlich die NKAB-ErbB2 Variante NKAB-ErbB2 rev eingesetzt (hier zur Vereinfachung mit
NKAB-ErbB2 bezeichnet), die ein dhnliches Proteindesign wie NKAB-EGFR aufweist. Wie in Abbildung
4.28 gezeigt, bindet NKAB-ErbB2 an GL261/ErbB2 Zellen (A) und NKAB-EGFR sowohl an GL261/EGFR
(B) als auch GL261/EGFRuvIII (C) Zellen. Dies bestatigt, dass das scFv(225)-Fragment, das die Antigen-

bindungsdomane von Cetuximab enthalt, sowohl EGFR als auch EGFRvIII erkennt (Jutten et al., 2009).
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Abbildung 4.28. Durchflusszytometrische Analyse der Bindung von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR an transduzierte murine
Glioblastomzellen (GL261). Die Bindung von (A) NKAB-ErbB2 und (B, C) NKAB-EGFR (25 ng/ml; 0,16 nM) an Antigen-
exprimierende Tumor-Zelllinien wurde am Durchflusszytometer nachgewiesen. Als Kontrollen dienten ungefarbte und mit

Sekundarantikérper gefarbte Zellen. Weitere Erklarungen sind dem Text zu entnehmen.

Nachfolgend wurden Zytotoxizitdtsassays mit GL261/EGFR Zellen in Gegenwart von steigenden
NKAB-Konzentrationen in Kombination mit parentalen NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92
Zellen (E:T Verhaltnis 5:1) durchgefihrt. Dabei wurde die Zytotoxizitdt parentaler NK-92 Zellen durch
die Zugabe von NKAB-EGFR (25 ng/ml; 0,16 nM) auf lediglich 18,3 + 2,1% gesteigert (Abbildung 4.29;
A). Im Gegensatz dazu stieg die spezifische Lyse von GL261/EGFR Zellen durch die Kombination aus
NKAB-EGFR und NKAR-NK-92 oder NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen auf bis zu 39,3 + 2,5% bzw. 42,0 =
6,2% (12,5 ng/ml; 0,08 nM NKAB-EGFR) an (Abbildung 4.29; B und C). Wie zuvor mit anderen NKAB-
Molekilen beobachtet, wurde auch hier eine Reduktion der Zytotoxizitdt bei NKAB-Konzentrationen

Uber 12,5 ng/ml (0,08 nM) festgestellt.
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Abbildung 4.29. Zytotoxische Aktivitat von parentalen NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-EGFR gegeniiber murinen GL261/EGFR Zellen. GL261/EGFR Zellen (Zielzellen)
wurden mit (A) parentalen NK-92, (B) NKAR-NK-92 und (C) NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen (Effektorzellen) in einem E:T
Verhaltnis von 5:1 und steigenden NKAB-EGFR Konzentrationen inkubiert. Nach 3 Stunden wurde die spezifische Lyse der
Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente.

ns: p >0,05; *: p<0,05; **: p <0,01; ***: p<0,001; ****: p < 0,0001.
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Unter gleichen Bedingungen wurden auch entsprechende Versuche mit GL261/EGFRvIII Zellen
durchgefthrt. Parentale NK-92 Zellen zeigten dabei gegentiber GL261/EGFRvIII Zellen eine der gegen
GL261/EGFR vergleichbare Zytotoxizitat. Das Maximum der spezifischen Lyse (15,7 * 1,5% ) wurde
dabei bei einer Konzentration von 12,5 ng/ml (0,08 nM) NKAB-EGFR erreicht (Abbildung 4.30; A). Im
Gegensatz zu den mit GL261/EGFR erhaltenen Daten wiesen sowohl NKAR-NK-92 als auch NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen eine etwas geringere Lyse von GL261/EGFRvIII Zellen auf. Wahrend dabei die maxi-
male Lyse von GL261/EGFR Zellen bereits bei einer NKAB-Konzentration von 12,5 ng/ml (0,08 nM)
erreicht wurde, lag das Wirkoptimum von NKAB-EGFR in Kombination mit NKAR-NK-92 und NKAR-
RD-IL15-NK-92 Zellen gegeniiber GL261/EGFRvIII Zellen bei 25 ng/ml (0,16 nM) (30,3 £+ 4,0% und 39,0
+ 2,1%). Auch in diesen Experimenten wurde jedoch eine Reduktion der Lyse bei noch hdéheren

NKAB-Konzentrationen festgestellt (Abbildung 4.30; B und C).

A NK-92 B NKAR-NK-92 C NKAR-RD-IL15-NK-92
ns ns ns
[ B 1 [ ns 1 r N 1
[ 1 [ 1 r 1
* * *
60+ * 60+ * % 60 *%
— * *k * %
§ * * % *
% 40 ns 40 * 404 *
?J ns ns ns
2 [ — [
Q
£ 204 20 20
]
Q.
> Al [0
0 T (\Q T T T T T T T 07 (0 07 (0
N 5050 LSS N 55,0 0PSO S N 55,090 ng/ml
LN L R TV DS RIS NN RSP RSS g/
5 QX @ 0 N> D T O S WS S T S VS S M
ISR SR N SIS AN N PR X P WY
NKAB-EGFR

Abbildung 4.30. Zytotoxische Aktivitdt von parentalen NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-EGFR gegeniiber murinen GL261/EGFRvIIl Zellen. GL261/EGFRvIII Zellen (Ziel-
zellen) wurden mit (A) parentalen NK-92, (B) NKAR-NK-92 und (C) NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen (Effektorzellen) in einem E:T
Verhaltnis von 5:1 und steigenden NKAB-EGFR Konzentrationen inkubiert. Nach 3 Stunden wurde die spezifische Lyse
durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhéngiger Experimente. ns: p > 0,05;

*:p<0,05; **:p<0,01.

Klinisch relevant sind neben ErbB2- oder EGFR-exprimierenden Tumoren auch solche, die beide Anti-
gene tragen. Um auch doppelt-positive Zellen in vitro untersuchen zu kdnnen, wurden ErbB2-
exprimierende GL261 Zellen (GL261/ErbB2) mittels lentiviralem Gentransfer zusatzlich mit EGFR-
oder EGFRvlll-kodierenden Konstrukten transduziert und doppelt-positive Zellen mittels Zell-
sortierung gewonnen. Die Bindung von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR an die so generierten
GL261/ErbB2/EGFR (Abbildung 4.31; A) und GL261/ErbB2/EGFRvIII (Abbildung 4.31; B) Zellen wurde

durchflusszytometrisch bestatigt.
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Abbildung 4.31. Durchflusszytometrische Analyse der Bindung von NKAB-EGFR und NKAB-ErbB2 an transduzierte murine
Glioblastomzellen (GL261). Die Bindung von NKAB-EGFR und NKAB-ErbB2 (25 ng/ml; 0,16 nM) an (A) GL261/ErbB2/EGFR
und (B) GL261/ErbB2/EGFRuvIII Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten ungefarbte oder le-

diglich mit Sekundarantikorper gefarbte Zellen. Weitere Erlauterungen sind dem Text zu entnehmen.

Im nachsten Schritt wurden Zytotoxizitdtsassays mit GL261/ErbB2, GL261/EGFR und
GL261/ErbB2/EGFR Zellen in Anwesenheit von NKAB-ErbB2, NKAB-EGFR (25 ng/ml; 0,16 nM) oder
beiden NKAB-Molekulen (jeweils 12,5 ng/ml; 0,08 nM) durchgefuhrt. Als Effektorzellen wurden pa-
rentale NK-92 oder NKAR-NK-92 Derivate eingesetzt. Dabei war vor allem von Relevanz, inwiefern
eine Kombination aus zwei NKAB-Molekilen die spezifische Lyse von doppelt-positiven
GL261/ErbB2/EGFR Zellen steigern kann. AuRerdem war zu prifen, ob die beiden NKAB-Molekdle in
Kombination gegebenenfalls einen negativen Effekt auf die vermittelte Zytotoxizitat von Effektor-
zellen haben. Im Fall von parentalen NK-92 Zellen wurde die Zytotoxizitat gegentber den GL261-
Varianten durch Zugabe der NKAB-Molekile nicht signifikant gesteigert. In Anwesenheit von NKAB-
ErbB2 oder NKAB-EGFR wurde jedoch eine erhohte Lyse der jeweiligen Zielantigen-exprimierenden
Zellen durch NKAR-NK-92 und NKAR-RDIL15-NK-92 beobachtet. Die NKAB-vermittelte Lyse war dabei
Antigen-spezifisch, so dass die Zugabe von NKAB-ErbB2 keine gesteigerte Lyse von GL261/EGFR
Zellen bewirkte (Abbildung 4.32; A). Ebenso zeigte sich kein Effekt von NKAB-EGFR auf die Lyse der
GL261/ErbB2 Zellen (Abbildung 4.32; B). Doppelt-positive GL261/ErbB2/EGFR Zellen wurden nach
Zugabe von NKAB-ErbB2 oder NKAB-EGFR vergleichbar lysiert (Abbildung 4.32; C). Durch eine Kombi-
nation von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR wurde die Zytotoxizitdt der NK-Zellen gegeniber den

GL261-Varianten jedoch nicht weiter gesteigert.
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Interessanterweise war im Fall der Behandlung von einfach positiven GL261/EGFR oder GL261/ErbB2
Zellen mit der Kombination von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR trotz der reduzierten Konzentration
von 12,5 ng/ml (0,08 nM) des jeweiligen Antigen-spezifischen NKAB-Molekils im Vergleich zur
Monotherapie keine Reduktion der spezifischen Lyse zu erkennen. Dies stimmt allerdings mit den
zuvor erhobenen Daten Uberein, die zeigten, dass eine Konzentration von 12,5 ng/ml (0,08 nM) von
NKAB-EGFR bereits die maximale spezifischen Lyse von GL261/EGFR Zellen bewirkte (siehe
Abbildung 4.29). Die spezifische Lyse von doppelt-positiven GL261/ErbB2/EGFR Zellen wurde durch
die Kombination aus beiden NKAB-Molekilen ebenfalls nicht weiter beeinflusst. Dies ist wahrschein-
lich darauf zurtckzufihren, dass in Summe die Konzentration beider NKAB-Molekile (jeweils
12,5 ng/ml; 0,08 nM) der Konzentration der Ansatze mit nur einem NKAB-Antikérper (25 ng/ml; 0,16
nM) entspricht und diese im optimalen Sattigungsbereich liegt. Ein additiver Effekt der Kombi-
nationstherapie ware dagegen bei NKAB-Konzentrationen deutlich unterhalb von 12,5 ng/ml
(0,08 nM) denkbar. Insgesamt zeigen diese Daten jedoch, dass auch eine gleichzeitige Verabreichung
von NKAB-Molekilen unterschiedlicher Spezifitdt eine NK-Zell Stimulation ermoglicht und dabei

keine gegenseitige Hemmung auftritt.
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Abbildung 4.32. Zytotoxische Aktivitat von parentalen NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR gegeniiber murinen GL261-Varianten. Die Zielzellen
(A) GL261/EGFR, (B) GL261/ErbB2 und (C) GL261/ErbB2/EGFR wurden mit parentalen NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen (Effektorzellen) in einem E:T Verhaltnis von 5:1 gemischt. Zusatzlich wurden NKAB-EGFR oder NKAB-
ErbB2 (jeweils 25 ng/ml; 0,16 nM), oder beide NKAB-Molekdle (jeweils 12,5 ng/ml; 0,08 nM) zugegeben. Nach 3-stiindiger
Inkubation wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte +

SD dreier unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; *: p <0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001.
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Ein bekannter Resistenzmechanismus von Tumorzellen gegenliber CAR-T-Zell-Therapien ist die
Herunterregulierung des CAR-Zielantigens auf der Tumoroberflache (Sterner & Sterner, 2021). Daher
gilt eine Therapie, die auf multiple Antigene abzielt, als vielversprechend. Um die hier etablierte
Kombinationstherapie mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR unter moglichst kliniknahen Bedingungen zu
untersuchen, wurden deshalb im Gegensatz zu den zuvor eingesetzten doppelt-positiven
GL261/ErbB2/EGFR Zellen heterogene Tumorpopulationen nachgebildet. Dazu wurden
GL261/ErbB2 und GL261/EGFR Zellen mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Markern (Calcein Violet
und FarRed) gefarbt und in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt (Abbildung 4.33; A). Anschliefend
wurde die spezifische Lyse der heterogenen Zielzell-Population durch NK-Zellen in Anwesenheit von
NKAB-EGFR, NKAB-ErbB2 (jeweils 25 ng/ml; 0,16 nM) oder beiden Molekilen (je 12,5 ng/ml;
0,08 nM) analysiert. Neben der spezifischen Lyse der gesamten Tumorpopulation (Abbildung 4.33;
B) ermoglichte die unterschiedliche Markierung der Zielzellen dabei auch eine unabhangige Analyse
der GL261/EGFR (Abbildung 4.33; C) und GL261/ErbB2 Zellen (Abbildung 4.33; D) innerhalb der
Tumor-Kokultur. Wie bereits zuvor zeigten parentale NK-92 Zellen keine Steigerung der Effektor-
Funktionen in Gegenwart der NKAB-Molektle und eine generell nur geringe Zytotoxizitat gegeniber
GL261 Zellen. Signifikante Unterschiede zwischen den Ansatzen mit nur einem oder beiden NKAB-
Molekilen wurden hingegen beim Einsatz von NKAR-NK-92 Zellen beobachtet. Fliir NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen wurde bei der Betrachtung der gesamten Tumorzell-Population eine Steigerung der
spezifischen Lyse in Anwesenheit von NKAB-EGFR auf 40 + 2%, mit NKAB-ErbB2 auf 37 + 4,4%, durch
die Behandlung mit beiden NKAB-Molekdilen jedoch auf 62,5 + 2,1% ersichtlich (Abbildung 4.33; B).
Dies weist nach, dass im Fall von Tumorzellen mit heterogener Antigenexpression die Kombination
zweier NKAB-Molekile vorteilhaft ist. Wurde innerhalb der Kokulturen zwischen den einzelnen
Tumorzellen unterschieden, zeigte sich, dass beide NKAB-Molekile eine spezifische Antigen-
gerichtete Lyse verursachten, wahrend jeweils Antigen-negative Zellen unberlihrt blieben
(Abbildung 4.33; C und D). Dabei wurde durch die Reduktion der NKAB-Konzentration von 25 ng/ml
(0,16 nM) in Ansatzen mit nur einem NKAB-Molekil auf 12,5 ng/ml (0,08 nM) bei der Verwendung
beider Moleklle erneut keine verminderte spezifischen Lyse der jeweiligen Zielzellen festgestellt.
Dies stimmt mit der Beobachtung in vorherigen Versuchen (siehe Abbildung 4.29) Uberein, die
zeigten, dass bei einer Konzentration von 12,5 ng/ml (0,08 nM) bereits die maximale Zytotoxizitat
erreicht wird, sodass durch eine weitere Erhohung der Konzentration keine zusatzlichen Effekte zu

erwarten sind (Abbildung 4.33; Cund D).
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Abbildung 4.33. Duales Targeting von Tumor-Kokulturen mit einer Kombination aus NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR.
(A) Durchflusszytometrische Unterscheidung der Tumorzell-Populationen im Zytotoxizitdtsassay. GL261/ErbB2 und
GL261/EGFR Zellen wurden zur spateren Diskriminierung der beiden Tumorzell-Populationen mit FarRed (GL261/EGFR)
und Calcein Violet (GL261/ErbB2) gefarbt. AnschlieRend wurden die Tumorzellen in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt.
(B-D) Zytotoxische Aktivitat von parentalen NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-
92 Zellen in Kombination mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR gegeniiber Tumor-Kokulturen (GL261/ErbB2 + GL261/EGFR).
Die angesetzten Tumor-Kokulturen wurden mit Effektorzellen (E:T 5:1) und entweder NKAB-EGFR oder NKAB-ErbB2
(jeweils 25 ng/ml; 0,16 nM) oder einer Kombination beider NKAB-Molekdle (jeweils 12,5 ng/ml; 0,08 nM) fiir 3 Stunden
inkubiert. AnschlieRend wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen am Durchflusszytometer bestimmt. Wahrend in (B) die
Lyse der gesamten Tumor-Kokultur gezeigt ist, bilden (C) und (D) die spezifische Lyse von GL261/EGFR oder GL261/ErbB2
innerhalb der Kokultur unabhangig voneinander ab. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente.

ns: p>0,05; *: p <0,05; **: p < 0,01.

Um die Effektivitat einer Therapie mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR in Kombination mit
NKG2D/NKAR-exprimierenden Effektorzellen auch im Rahmen EGFRvlll-exprimierender Tumoren zu
untersuchen, wurden murine Glioblastomzellen eingesetzt, welche nach lentiviralem Gentransfer
EGFRvIII (GL261/EGFRvIII) oder EGFRvIII und ErbB2 (GL261/ErbB2/EGFRVIII) exprimieren. Wie bereits
in vorherigen Versuchen gezeigt, bindet NKAB-EGFR nicht nur EGFR, sondern auch EGFRvIII (siehe
Abbildung 4.28; C und Abbildung 4.31; B) und induziert eine entsprechende NK-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat (siehe Abbildung 4.30).
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In Zytotoxizitadtsassays mit GL261/ErbB2, GL261/EGFRvIII und GL261/ErbB2/EGFRvVIII Zellen wurden
wie in den vorherigen Experimenten parentale NK-92 und NKAR-NK-92 Derivate in einem E:T Ver-
haltnis von 5:1 in Anwesenheit von NKAB-ErbB2, NKAB-EGFR (jeweils 25 ng/ml; 0,16 nM) oder beiden
NKAB-Molekulen (jeweils 12,5 ng/ml; 0,08 nM) eingesetzt. Die Zytotoxizitdt von parentalen NK-92
Zellen gegeniber den drei untersuchten GL261-Varianten blieb nach Zugabe von NKAB-EGFR, NKAB-
ErbB2 oder einer Kombination beider NKAB-Molekile unverandert. Jedoch wurde in Anwesenheit
von NKAB-EGFR oder beiden NKAB-Molekilen die Lyse von GL261/EGFRvIII Zellen durch NKAR-NK-92
und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen signifikant gesteigert, wahrend die Zugabe von NKAB-ErbB2 allein
keine Auswirkung auf die Zytotoxizitdt gegenlber EGFRvlll-exprimierenden GL261 Zellen hatte.
Beruhend auf der Tatsache, dass bei Kombinationen von beiden NKAB-Molekilen lediglich die halbe
Konzentration des gegenliber GL261/EGFRvIII wirksamen NKAB-EGFR Antikorpers eingesetzt wurde,
war die spezifische Lyse beim gleichzeitigen Einsatz beider NKAB-Molekile etwas, wenn auch nicht
signifikant, geringer (Abbildung 4.34; A). Im Fall von ErbB2-positiven GL261 Zellen wurde durch die
Zugabe von NKAB-ErbB2 oder beiden NKAB-Molekllen eine vergleichbare Steigerung der
Zytotoxizitat erzielt. Jedoch wurde bei alleiniger Gabe von NKAB-ErbB2 ein signifikanter Unterschied
zwischen der durch NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 vermittelten Zytotoxizitat beobachtet
(NKAR-NK-92: 37,8 + 3,1%; NKAR-RD-IL15-NK-92: 48,3 + 4,2%). Die Zugabe von NKAB-EGFR hatte
dagegen wie erwartet keinen Einfluss auf die spezifische Lyse von GL261/ErbB2 Zellen (Abbildung
4.34; B). Doppelt-positive GL261/ErbB2/EGFRvIII Zellen wurden im gleichen MaRe durch die Zugabe
von NKAB-EGFR, NKAB-ErbB2 oder beiden NKAB-Molekiilen in Kombination mit NKAR-NK-92
Derivaten abgetotet. Erneut war ein signifikanter Unterschied zwischen der durch NKAR-RD-IL15-
NK-92- oder NKAR-NK-92-vermittelten Lyse von GL261/ErbB2/EGFRvIII Zellen in Anwesenheit von
NKAB-ErbB2 zu beobachten (Abbildung 4.34; C). Um auszuschlieRen, dass dieser Unterschied in der
spezifischen Lyse auf eine variierende natirliche Zytotoxizitdt der Effektorzellen zurtckzufihren ist,
wurde in jedem Zytotoxizitatsassay die NK-sensitive Leukdmie-Zelllinie K562 mitgefiihrt. Dabei
konnten keine signifikanten Unterschiede in der Zytotoxizitdt von parentalen NK-92, NKAR-NK-92
und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die Beobachtung, dass
die hier untersuchten NKAB-Molekile nur dann die Lyse von Tumorzellen vermittelten, wenn diese
das entsprechende Zielantigen auf der Oberflache exprimieren, weist erneut die hohe Spezifitat des

Kombinationsansatzes aus NKAB-Molekilen und Effektorzellen nach.
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Abbildung 4.34. Zytotoxische Aktivitat von parentalen NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR gegeniiber murinen GL261-Varianten. Die Zielzellen
(A) GL261/EGFRVIII, (B) GL261/ErbB2 und (C) GL261/ErbB2/EGFRvIII wurden mit parentalen NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-
RD-IL15-NK-92 Zellen (Effektorzellen) in einem E:T Verhaltnis von 5:1 gemischt. Zusatzlich wurden NKAB-EGFR, NKAB-ErbB2
(jeweils 25 ng/ml; 0,16 nM) oder beide NKAB-Molekiile (jeweils 12,5 ng/ml; 0,08 nM) zugegeben. Nach 3-stlindiger Inkuba-
tion wurde die spezifische Lyse durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhdngiger

Experimente. ns: p >0,05; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p<0,001.

Wie zuvor mit GL261/EGFR und GL261/ErbB2 Zellen durchgefihrt, wurden auch heterogene Tumor-
populationen mit GL261/EGFRvIII und GL261/ErbB2 Zellen nachgebildet. Dabei wurden die GL261
Varianten wie zuvor mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen (Calcein Violet und FarRed)
markiert und in einem Verhéltnis von 1:1 gemischt (Abbildung 4.35; A). Der nachfolgende Zyto-
toxizitatsassay wurde ebenfalls wie oben beschrieben durchgefiihrt. Auch gegen Tumor-Kokulturen
bestehend aus GL261/ErbB2 und GL261/EGFRvIII Zellen wurde die Zytotoxiziat von parentalen NK-
92 Zellen durch die Anwesenheit eines NKAB-Antikorpers oder beider NKAB-Molekile nicht
beeinflusst (Abbildung 4.35; B-D). Sowohl die Monotherapie mit NKAB-EGFR als auch NKAB-ErbB2
resultierte jedoch in einer signifikanten Steigerung der durch NKAR-NK-92 Derivate vermittelten
Zytotoxizitat. Dabei fihrte die alleinige Zugabe von NKAB-ErbB2 im Vergleich zu NKAB-EGFR zu einer
hoheren spezifischen Lyse. Im Vergleich zum prozentualen Anteil eliminierter Tumorzellen in
Anwesenheit von NKAB-EGFR allein wurde zudem ein additiver Effekt durch die Kombination beider
NKAB-Molekile mit NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen erzielt. Dagegen war die spezifische Lyse induziert
durch NKAB-ErbB2 oder eine Kombination beider NKAB-Molekdle fir beide NKAR-NK-92 Derivate
nahezu gleich (Abbildung 4.35; B). Aus den Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass EGFRvIII-
exprimierende GL261 Zellen weniger sensitiv gegenliber der NKAB-EGFR vermittelten Zytotoxiztitat

von NKAR-NK-92 Derivaten sind als GL261/ErbB2 Zellen gegeniber der NKAB-ErbB2
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vermittelten Lyse. Durch die unterschiedliche Markierung der Zielzellen konnte neben der Analyse
der gesamten Tumorpopulation zusatzlich die spezifische Lyse von GL261/EGFRvIIl und GL261/ErbB2
Zellen innerhalb der Kokultur unabhéngig voneinander bestimmt werden (Abbildung 4.35; C und D).
Durch die Zugabe von NKAB-EGFR oder NKAB-ErbB2 wurde dabei eine erhdhte Lyse der jeweiligen
Zielantigen-exprimierenden Zellen durch NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen beobachtet,
wahrend jeweils Zielantigen-negative Zellen unbeeinflusst blieben. Die Reduktion der individuellen
NKAB-Konzentrationen auf 12,5 ng/ml (0,08 nM) bei der Kombination beider Molekile fihrte zu
einer verminderten spezifischen Lyse der jeweiligen Zielzellen. Beziiglich der Lyse von
GL261/EGFRvIII Zellen steht diese Beobachtung im Einklang mit den in Abbildung 4.34; A gezeigten
Daten. Jedoch war aufgrund vorheriger Ergebnisse (siehe Abbildung 4.33; D und Abbildung 4.34; B)
fir GL261/ErbB2 Zellen keine verminderte Lyse bei einer Kombination beider NKAB-Molekile zu
erwarten. Eine mogliche Erklarung bietet die, im Vergleich zu dem in Abbildung 4.33; D gezeigten
Assay, in diesen Versuchen beobachtete, allgemein geringere Zytotoxizitat der NKAR-NK-92 Derivate
gegeniber GL261/ErbB2 Zellen in Anwesenheit von NKAB-ErbB2. Dies duRerte sich auch bei der
Kombination beider NKAB-Molekule (Abbildung 4.35; D).
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Abbildung 4.35. Duales Targeting von Tumor-Kokulturen mit einer Kombination aus NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR.
(A) Durchflusszytometrische Unterscheidung der Tumorzell-Populationen im Zytotoxizitatsassay. Zur spateren Diskriminie-
rung der beiden Tumorzell-Populationen und Effektorzellen wurden GL261/EGFRuvIII Zellen mit FarRed und GL261/ErbB2
Zellen mit Calcein Violet gefarbt. Anschliefend wurden die Tumorzell-Populationen in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt.
(B) — (D) Zytotoxische Aktivitdt von parentalen NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierenden NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR gegeniiber Tumor-Kokulturen (GL261/ErbB2 +
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GL261/EGFRVvIII). Die angesetzten Tumor-Kokulturen wurden mit Effektorzellen (E:T 5:1) und entweder NKAB-EGFR, NKAB-

ErbB2 (jeweils 25 ng/ml; 0,16 nM) oder beiden NKAB-Molekilen (jeweils 12,5 ng/ml; 0,08 nM) fir 3 Stunden inkubiert.
AnschlieRend wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen am Durchflusszytometer bestimmt. Wahrend in (B) die Lyse der

gesamten Tumor-Kokultur gezeigt ist, bilden (C) und (D) die spezifische Lyse von GL261/EGFRvIIl oder GL261/ErbB2 inner-

halb der Kokultur unabhangig voneinander ab. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente.

ns: p >0,05; *: p<0,05; **: p <0,01; ***: p<0,001; ****: p < 0,0001.
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Zusammenfassung des Abschnitts 4.6

In den im Abschnitt 4.6 dargestellten Experimenten wurde eine Kombinationstherapie mit zwei
NKAB-Molekilen unterschiedlicher Spezifitdt (EGFR und ErbB2) erprobt. Die spezifische Lyse von
doppelt-positiven murinen GL261 Zellen (GL261/ErbB2/EGFR und GL261/ErbB2/EGFRvIII) wurde
dabei durch die Kombination aus NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR nicht weiter gesteigert. Dagegen
wurde in Experimenten mit gemischten Kokulturen von GL261/ErbB2 und GL261/EGFR Zellen oder
GL261/ErbB2 und GL261/EGFRvIII ein additiver Effekt der Kombinationstherapie aus NKAB-ErbB2,
NKAB-EGFR und NKAR-Effektorzellen beobachtet. Hierbei fiihrte NKAB-ErbB2 zur spezifischen
Abtotung von GL261/ErbB2 Zellen und NKAB-EGFR zur Eliminierung von GL261/EGFR und
GL261/EGFRvIII Zellen. Dies unterstreicht erneut die hohe Selektivitat dieses Ansatzes und legt nahe,
dass eine Kombination von NKAB-Moleklen nitzlich sein kbnnte, um Immune escape aufgrund von

Antigen loss zu vermeiden.

4.7 Generierung und funktionelle Charakterisierung NKG2D-bindender

bispezifischer Antikdrper mit Selektivitat fur B-Zell-Malignitaten

Neben der experimentellen Therapie von soliden Tumoren mit einer Kombination aus NKAB-Mole-
kilen und NKG2D/NKAR-exprimierenden Effektorzellen war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Ent-
wicklung eines Behandlungsansatzes flr hamatologische Neoplasien der B-Zell-Linie. Obwohl die
Uberlebensrate betroffener Patienten tiber die letzten Jahre drastisch gestiegen ist (N. Zhang et al.,
2023), besteht noch immer die Notwendigkeit optimierter Behandlungsstrategien. Fur die Ent-
wicklung eines entsprechenden NKAB-basierten Therapieansatzes wurden zunachst relevante Ziel-
strukturen ausgewahlt. Sowohl CD19 als auch CD20 gelten aufgrund ihrer spezifischen Expression
auf B-Zellen und ihrer hohen Expression in vielen B-Zell-Malignitaten als geeignete Zielantigene und
finden seit einiger Zeit Anwendung in der klinischen Immuntherapie. So werden z.B. mit CD19-
spezifischen CAR-T-Zellen bei hdmatologischen Erkrankungen bemerkenswerte Erfolge erzielt. Dies
fUhrte bisher zur Zulassung von vier CD19-CAR-T-Zellprodukten (Albinger et al., 2021; Mitra et al.,
2023; Seimetz et al., 2019). Auch der durch die FDA fir die Behandlung von akuter lymphatischer
Leukdmie mit B-Zell-Ursprung im Jahr 2014 zugelassene bispezifische Antikorper Blinatumomab
bindet neben CD3 auf T-Zellen das B-Lymphozytenantigen CD19 (Mullard, 2015). Der CD20-
spezifische monoklonale Antikorper Rituximab wurde bereits 1997 durch die FDA fir die Behandlung
von B-Zell-Lymphomen zugelassen. Auch wenn die genaue Funktion von CD20 nicht vollstandig

geklart ist, stellt dieses Molekil ebenfalls ein hoch relevantes Zielantigen fiir die Eliminierung des
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B-Zell-Kompartiments und damit einhergehend die Kontrolle von B-Zell-Lymphomen dar (Casan et
al., 2018). Um den experimentellen Therapieansatz aus NKAR-NK-92 Zellen und NKAB-Molekilen im
Kontext hamatologischer Malignitaten untersuchen zu kénnen, wurden daher im Folgenden sowohl

ein CD19- (NKAB-CD19) als auch ein CD20-spezifisches (NKAB-CD20) NKAB-Molekil generiert.

4.7.1 Ableitung und funktionelle Charakterisierung des bispezifischen Antikdrpers

NKAB-CD19

Analog zur Ableitung von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR wurde die NKAB-CD19 Sequenz in silico gene-
riert, als cDNA de novo synthetisiert, mittels PCR amplifiziert und in das Expressionsplasmid pcDNA3
unter der Kontrolle des CMV-Promotors eingebracht (pcDNA3-NKAB-CD19). Am N-Terminus tragt
das NKAB-CD19 Molekil die bereits beschriebene Bindungsstelle fir NKG2D, die Uber eine
Gelenkregion, die Fc-Domane des humanen 1gG4 (CH2 und CH3) und einen (G4S), Peptid-Linker mit
der C-terminalen CD19-spezifischen Antikdrperdomane verknUpft ist. Aufgrund der Tatsache, dass
alle bisher zugelassenen CD19-CAR-T-Zellprodukte auf dem scFv-Antikérperfragment FMC63 basie-
ren (Seigner et al., 2023), wurde dieses auch fir die initiale Generierung von NKAB-CD19 eingesetzt.
Jedoch war die Produktion dieses FMC63-basierten NKAB-CD19 Molekdls mit geringen Ausbeuten
und dem Auftreten einer Vielzahl an Degradationprodukten verbunden (Daten nicht gezeigt). Um
ein funktionelles Molekl in ausreichenden Mengen fir Analysezwecke zu erhalten, wurde daher ein
weiteres NKAB-CD19 Molekil mit einer alternativen CD19-spezifischen Bindungsstelle generiert.
Basierend auf einer Studie, in der unterschiedliche scFv-Antikdrperfragmente flr die Entwicklung
von CD19-CAR Konstrukten untersucht wurden, fiel die Wahl auf scFv(4G7), da dieses in vivo eine
mit FMC63-CAR-T-Zellen vergleichbare anti-Tumor Aktivitat zeigte (Kang et al., 2020). Abgesehen
von dem Austausch der CD19-spezifischen Domane (scFv(4G7)) blieb der Aufbau des Molekdils gleich
(Abbildung 4.36).
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Abbildung 4.36. Aufbau des bispezifischen Antikérpers NKAB-CD19. (A) Zusammensetzung der NKAB-CD19 Sequenz. Das
in das Expressionsplasmid pcDNA3 eingebrachte NKAB-CD19 Konstrukt (pcDNA3-NKAB-CD19) steht unter der Kontrolle
des CMV-Promotors und tragt am N-Terminus ein Signalpeptid. Daran anschlieRend folgt eine NKG2D-spezifische scFv-
Domaéne (Kyk2.0), die Gber die Gelenkregion (H), den Fc-Teil des humanen IgG4 (CH2 und CH3) und einen (G4S), Peptid-
Linker an das C-terminale scFv-Antikorperfragment spezifisch fir CD19 (4G7) geknUpft ist. (B) Schematische Darstellung
des NKAB-CD19 Molekiils. Das Molekdl ist als Homodimer dargestellt. Ausgebildete Disulfidbricken innerhalb der Gelenk-
region zweier NKAB-CD19 Monomere sind mit Linien angedeutet. scFv: single-chain fragment variable, 1gG: Immunglobulin
G, CMV: CMV-Promotor, SP: Signalpeptid, Vu: variable Domane der schweren Antikorperkette, V,: variable Doméane der

leichten Antikorperkette, H: Gelenkregion, Fc: Fragment-kristallisierbare Region eines Antikorpers, L: GS-Linker.

Das Expressionsplasmid pcDNA3-NKAB-CD19 wurde Uber transiente Transfektion in Expi293F Zellen
eingebracht und das sekretierte Protein nach finf Tagen mittels Protein-G-Affinitatschromato-
graphie aus dem Zellkulturiberstand gewonnen. NKAB-CD19 enthaltende Fraktionen wurden mit
einem HRP-gekoppelten anti-human IgG Antikdrper in einem Immunoblot identifiziert und an-
schlielend vereint. Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen
zeigte das Bandenmuster im Immunoblot, dass NKAB-CD19 hauptséachlich als Dimer mit einer mole-
kularen Masse von ca. 160 kDa vorlag und nur zu einem geringen Anteil als Monomer (ca. 80 kDa).
In der Fraktion mit der groRten Menge an Protein (Fraktion 2) trat eine weitere Bande bei etwa
50 kDa auf. Hierbei kdnnte es sich um ein Degradationsprodukt handeln, das nur bei Beladung des
Gels mit einer hohen Proteinmenge nachweisbar war (Abbildung 4.37). Nach einem Pufferaustausch
mittels Dialyse Gber Nacht wurde die Proteinkonzentration in den vereinigten Fraktionen bestimmt.

Das so gereinigte NKAB-CD19 Molekil wurde dann in den nachfolgenden Versuchen eingesetzt.
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Fraktion

<«4— NKAB-CD19 Dimer

<4— NKAB-CD19 Monomer

<«— Degradationsprodukt

nicht-reduzierend, anti-human IgG

Abbildung 4.37. Expression und Reinigung des bispezifischen Molekiils NKAB-CD19. Um nach der Reinigung mittels Protein-
G-Affinitdtschromatographie NKAB-CD19 enthaltende Fraktionen zu identifizieren, wurde eine SDS-PAGE unter nicht-
reduzierenden Bedingungen und ein anschlieRender Immunoblot durchgefihrt. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines
humanen IgG4-Fc-spezifischen Sekundarantikorpers. Das Molekul lag sowohl als Monomer (ca. 80 kDa) als auch als Dimer
(ca. 160kDa) vor. Zudem wurde ein potenzielles Degradationsprodukt von ca. 50 kDa identifiziert. A: Auftrag,

DF: Durchfluss, W: Waschfraktion.

Zunachst wurde die Bindung von NKAB-CD19 an die CD19* Leukamie-Zelllinie SEM und an NKG2D-
exprimierende NKAR-NK-92 Zellen mikroskopisch analysiert (60-fache VergroRerung). Dabei wurden
Zellkerne mit Hoechst (pink), das Zytoplasma mit CFSE (blau) und mit APC-konjugiertes NKAB-CD19
Uber direkte Fluoreszenz (griin) detektiert. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass NKAB-
CD19 sowohl an CD19-exprimierende (SEM) als auch an NKG2D-exprimierende Zellen (NKAR-NK-92)
spezifisch binden kann und sich Gber die Zelloberflache verteilt anlagert (Abbildung 4.38; A). Neben
der mikroskopischen Analyse wurde die Bindung vom NKAB-CD19 an NKG2D-exprimierende
Effektorzellen und CD19* Zielzellen auch durchflusszytometrisch bestimmt. Eine NKG2D-spezifische
Bindung von NKAB-CD19 konnte dabei anhand der Bindung an die NKG2D* Effektor-Zelllinien NK-92,
NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 bestatigt werden (Abbildung 4.38; B). Die Spezifitat fur CD19
zeigte sich durch die Bindung an CD19-exprimierende Lymphom- (Raji) und Leukdmie-Zelllinien (SEM

und Nalm-6), wahrend CD19 K562 Zellen nicht gebunden wurden (Abbildung 4.38; C).
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Abbildung 4.38. Analyse der NKAB-CD19 Bindung. (A) Mikroskopische Analyse der Bindung von NKAB-CD19 an die CD19*
Leukamie-Zelllinie SEM und NKG2D* NKAR-NK-92 Effektorzellen. Der Zellkern wurde mit Hoechst (pink) und das Zytoplasma
mit CFSE (blau) gefarbt. Die Bindung von direkt mit APC-konjugiertem NKAB-CD19 ist in griin gezeigt. Die Analyse erfolgte
mit Hilfe des konfokalen Mikroskops CQ-1 bei einer 60-fachen VergroRerung. (B, C) Durchflusszytometrische Analyse der
NKAB-CD19 Bindung. Die Bindung von NKAB-CD19 an (B) NKG2D-exprimierende Effektorzellen und (C) CD19-positive und
-negative Tumor-Zelllinien wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten ungefarbte oder lediglich mit

Sekundarantikorper gefdrbte Zellen.

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, ob die Zugabe von NKAB-CD19 das zytotoxische Potenzial von
parentalen NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen gegentber CD19-exprimierenden
Lymphom- und Leukamie-Zelllinien bei einem E:T Verhéltnis von 5:1 beeinflusst. In Zytotoxizitats-
assays fuhrte dabei die Zugabe von 25, 50 oder 100 ng/ml NKAB-CD19 zu einer deutlichen und
statistisch signifikanten Steigerung der spezifischen Lyse von Raji Zellen sowohl in Kombination mit
parentalen NK-92 als auch NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen (Abbildung 4.39; A). Eine
maximale Steigerung zeigte sich dabei bei einer Konzentration von 50 ng/ml NKAB-CD19 (NK-92:
43,8 + 1,7%; NKAR-NK-92: 43,3 + 2,1%; NKAR-RD-IL15-NK-92: 46,7 + 5,1%), wohingegen hdhere

129



Ergebnisse

Konzentrationen des Molekuls (> 50 ng/ml) wie zuvor mit anderen NKAB-Molekilen beobachtet zu
einer Reduktion der spezifischen Lyse fiihrten. Beim Vergleich der natlrlichen Zytotoxizitat der
verschiedenen Effektor-Zelllinien (ohne NKAB-CD19) gegenliber Raji Zellen ergab sich eine signifikant
hohere Lyse durch NK-92 Zellen (29,0 + 0,4%), wahrend NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92
Zellen ein geringeres zytotoxisches Potenzial aufwiesen (16,3 £ 0,7% und 20,7 + 0,8%). Gegenlber
CD19* Leukdmiezellen (SEM) wurde im Fall parentaler NK-92 Zellen lediglich nach Zugabe von
25 ng/ml NKAB-CD19 eine geringe (8 + 1,7% ), aber statistisch signifikante Steigerung der spezifi-
schen Lyse erzielt. Im Gegensatz hierzu wurde durch die Kombination von NKAR-NK-92 Zellen mit
100 ng/ml NKAB-CD19 die spezifische Tumorzell-Lyse auf bis zu 37,3 + 5,9% gesteigert. Dabei wurde
anders als bei Raji Zellen keine Reduktion der spezifischen Lyse bei NKAB-Konzentrationen Uber
50 ng/ml beobachtet (Abbildung 4.39; B). Der Vergleich der spezifischen Lyse von Raji und SEM
Zellen weist dabei auf eine generell hohere Sensitivitat der Raji Zellen gegeniliber NK-Zell-vermittelter

Zytotoxizitat hin.
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Abbildung 4.39. Zytotoxische Aktivitdt parentaler NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierender NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-CD19 gegeniiber CD19-positiven Lymphom- und Leukdmie-Zelllinien. Die
Lymphom-Zelllinie Raji (A) und die Leukdmie-Zelllinie SEM (B) wurden mit parentalen NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen
(Effektorzellen) in einem E:T Verhaltnis von 5:1 und steigenden NKAB-CD19 Konzentrationen kokultiviert. Raji Zellen
wurden unter gleichen Bedingungen zusatzlich mit NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen inkubiert. Nach 3-stiindiger Inkubation
wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier

unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001; ****: p < 0,0001.
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4.7.2 Ableitung und funktionelle Charakterisierung des bispezifischen Antikérpers

NKAB-CD20

Auch die Sequenz des NKAB-CD20 Molekil wurde zundchst in silico generiert und nach cDNA-
Synthese in das Expressionsplasmid pcDNA3 unter der Kontrolle des CMV-Promotors eingebracht
(pcDNA3-NKAB-CD20). Dabei setzt sich die NKAB-CD20 Sequenz aus der auch in den anderen NKAB-
Molekilen genutzten NKG2D-Bindungsstelle (scFv(Kyk2.0)) und einer Uber eine Gelenkregion, die
Fc-Domane des humanen IgG4 (CH2 und CH3) und einen (GsS), Peptid-Linker verknipften CD20-
spezifischen Domédne zusammen. Hierfir wurde das scFv-Antikorperfragment Leul6 eingesetzt
(Mdller et al., 2008). Um sicherzustellen, dass NKAB-CD20 nach seiner Expression aus der Zelle
geschleust wird, wurde der eigentlichen NKAB-Sequenz ein N-terminales Signalpeptid vorgelagert
(Abbildung 4.40; A). Eine schematische Darstellung des Molekils als Disulfid-verknipftes Homo-
dimer ist in Abbildung 4.40; B gezeigt.

A B anti-NKG2D

scFv(Kyk2.0) hlgG4 Fc scFv(Leul6)
> [ 1 1 |
—| cMmV |—| sp | Vi |L| v, |H| CH2| CH3 |LL| Vi Ni;%’j‘?ggo IgG4

anti-CD20

Abbildung 4.40. Aufbau des bispezifischen Antikérpers NKAB-CD20. (A) Zusammensetzung der NKAB-CD20 Sequenz. Das
in das Expressionsplasmid pcDNA3 eingebrachte NKAB-CD20 Konstrukt (pcDNA3-NKAB-CD20) steht unter der Kontrolle
des CMV-Promotors und tragt am N-Terminus ein Signalpeptid. Daran anschlieRend folgt eine NKG2D-spezifische scFv-
Domaéne (Kyk2.0), die Gber die Gelenkregion (H), den Fc-Teil des humanen 1gG4 (CH2 und CH3) und einen (G4S), Peptid-
Linker an das C-terminale scFv-Antikorperfragment spezifisch fir CD20 (Leu16) geknipft ist. (B) Schematische Darstellung
des NKAB-CD20 Molekiils. Das Molekdl ist als Homodimer dargestellt. Ausgebildete Disulfidbricken innerhalb der Gelenk-
region zweier NKAB-CD20 Monomere sind mit Linien angedeutet. scFv: single-chain fragment variable, 1gG: Immunglobulin
G, CMV: CMV-Promotor, SP: Signalpeptid, Vy variable Doméane der schweren Antikorperkette, Vi: variable Doméane der

leichten Antikorperkette, H: Gelenkregion, Fc: Fragment-kristallisierbare Region eines Antikorpers, L: GS-Linker.
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Wie zuvor fir NKAB-CD19 beschrieben, wurde NKAB-CD20 rekombinant als sekretiertes Protein in
Expi293F Zellen produziert und mittels Protein-G-Affinitdtschromatographie aus dem Zellkultur-
Uberstand gereinigt. Um die proteinhaltigen Fraktionen zu identifizieren, wurde zunachst eine SDS-
PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden NKAB-CD20
Molekile im Immunoblot mit Hilfe eines HRP-gekoppelten anti-human 1gG Antikérpers detektiert
(Abbildung 4.41). In den Fraktionen 1-3 zeigten sich dabei je zwei deutliche Banden, die der mono-
meren (80 kDa) und dimeren (160 kDa) Form von NKAB-CD20 entsprechen. Dabei lasst die starkere
Auspragung der 160 kDa Bande darauf schlielen, dass das Molekil zu einem groReren Anteil als
Dimer vorlag. Wie bereits bei NKAB-CD19 beobachtet, enthielt Fraktion 2 die groRte Menge an
Protein. Hier waren neben den Banden des NKAB-CD20 Monomers und Dimers weitere Banden zu
erkennen, bei denen es sich sehr wahrscheinlich um Degradationsprodukte handelte, die nur bei
Beladung des Gels mit einer hohen Proteinmenge nachzuweisen waren. Die Fraktionen 1-3 wurden
vereint und zum Pufferaustausch Gber Nacht dialysiert. AnschlieRend wurde die Proteinkonzentra-

tion bestimmt und das gereinigte NKAB-CD20 Molekil in den nachfolgenden Versuchen eingesetzt.

Fraktion

kDa <— NKAB-CD20

130 == Dimer
100 =

<€4— NKAB-CD20
70= Monomer
55 am

40 =

nicht-reduzierend, anti-human IgG

Abbildung 4.41. Expression und Reinigung des bispezifischen Molektils NKAB-CD20. Um nach der Reinigung mittels Protein-
G-Affinitdtschromatographie NKAB-CD20 enthaltende Fraktionen zu identifizieren, wurde eine SDS-PAGE unter nicht-redu-
zierenden Bedingungen und ein anschlieBender Immunoblot durchgefihrt. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines humanen
IgG4-Fc-spezifischen Sekundarantikorpers. Das Molekil lag sowohl als Monomer (ca. 80 kDa) als auch als Dimer (ca.

160 kDa) vor. Zudem wurden potenzielle Degradationsprodukt identifiziert. A: Auftrag, DF: Durchfluss, W: Waschfraktion.

Die Bindung von APC-gekoppeltem NKAB-CD20 an CD20-exprimierende Lymphomzellen (Raji) und
NKG2D* NKAR-NK-92 Zellen wurde mikroskopisch bei einer 60-fachen VergrolRerung mit dem konfo-
kalen Mikroskop CQ1 untersucht. Wahrend Zellkerne mit Hoechst (pink) und das Zytoplasma mit
CFSE (blau) detektiert wurden, erfolgte der Nachweis von NKAB-CD20 Uber direkte Fluoreszenz-
messung (grin). Die dabei erhaltenen Daten zeigten, dass NKAB-CD20 sowohl an CD20-exprimie-
rende (Raji) als auch an NKG2D-positive Zellen (NKAR-NK-92) spezifisch bindet und sich Uber die

Zelloberflache verteilt anlagert (Abbildung 4.42; A). AnschlieBend wurde die spezifische Bindung von
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NKAB-CD20 an NKG2D-exprimierende Effektorzellen (Abbildung 4.42; B) und CD20* Lymphom- (Raji)

und Leukdmie- (BV-173) Zellen (Abbildung 4.42; C) durchflusszytometrisch bestatigt. Zudem wurde

keine Bindung von NKAB-CD20 an CD20-negative Leukdmiezellen (SEM), die als Kontrolle eingesetzt

wurden, beobachtet.
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Abbildung 4.42. Analyse der NKAB-CD20 Bindung. (A) Mikroskopische Analyse der Bindung von NKAB-CD20 an die CD20*

Lymphom-Zellinie Raji und NKG2D* NKAR-NK-92 Effektorzellen. Die Zellkerne wurden mit Hoechst (pink) und das Zyto-

plasma mit CFSE (blau) gefarbt. Die Bindung von direkt mit APC-konjugiertem NKAB-CD20 ist in griin gezeigt. Die Analyse

erfolgte mit Hilfe des konfokalen Mikroskops CQ-1 bei einer 60-fachen VergroRerung. (B, C) Durchflusszytometrische

Analyse der NKAB-CD20 Bindung. Die Bindung von NKAB-CD20 an (B) NKG2D-exprimierende Effektorzellen und (C) CD20-

positive und -negative Tumor-Zelllinien wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten ungeféarbte oder

lediglich mit Sekundarantikorper gefarbte Zellen.
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Der Einfluss von NKAB-CD20 auf die spezifische Zytotoxizitat von parentalen NK-92, NKAR-NK-92 und
NKAR-RD-IL15-NK-Zellen gegen CD20-exprimierende Tumor-Zelllinien (Raji und Daudi) wurde in
Zytotoxizitdtsassays bei einem E:T Verhaltnis von 5:1 untersucht (Abbildung 4.43). Mit steigender
Konzentration an NKAB-CD20 (25-100 ng/ml) zeigte sich dabei eine erhohte spezifische Lyse der
CD20* Raji Zellen durch alle drei Effektor-Zelllinien. Im Vergleich zu NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen wiesen parentale NK-92 Zellen in Abwesenheit von NKAB-CD20 ein hoheres zyto-
toxisches Potenzial gegentber Raji Zellen auf. Die hdchsten Lyse-Raten wurden bei einer Konzentra-
tion von 50 ng/ml NKAB-CD20 (NK-92: 49,7 + 2,1%; NKAR-NK-92: 62,9 + 1,5%; NKAR-RD-IL15-NK-92:
63,3 + 1,4%) erzielt. Hohere Konzentrationen an NKAB-CD20 fihrten wie bereits fir NKAB-CD19
gezeigt zu einer leichten Reduktion der Zytotoxizitat (Abbildung 4.43; A). Auch gegeniber der CD20*
Lymphom-Zelllinie Daudi zeigten sowohl NK-92 (49,3 * 3,8%) als auch NKAR-NK-92-Zellen
(40,7 £ 1,2%) eine verhéltnismaRkig hohe natlrliche Zytotoxizitat in Abwesenheit von NKAB-CD20.
Dennoch wurde die spezifische Lyse der Zielzellen durch die Zugabe von NKAB-CD20 deutlich auf
69,0 £ 2,0% (NK-92) bzw. 80,0 + 1,0% (NKAR-NK-92) gesteigert (Abbildung 4.43; B).
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Abbildung 4.43. Zytotoxische Aktivitdt parentaler NK-92 und NKG2D-CAR-exprimierender NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-
NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-CD20 gegentiber CD20-positiven Lymphom-Zelllinien. Die Lymphom-Zelllinien Raji
(A) und Daudi (B) wurden mit parentalen NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen (Effektorzellen) bei einem E:T Verhaltnis von 5:1
in Gegenwart steigender NKAB-CD20 Konzentrationen inkubiert. Raji Zellen wurden unter gleichen Bedingungen zusatzlich
mit NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen inkubiert. Nach 3 Stunden wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchfluss-

zytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente. *: p < 0,05; **: p < 0,01;

***. p<0,001; ****: p <0,0001.

Um abzukldren, ob NKAB-CD19 und NKAB-CD20 in Abwesenheit von Zielzellen bereits eine
Stimulation und damit ungerichtete Aktivierung der NK-92 Zellen bewirken, wurden Degranula-
tionsassays durchgefihrt. Hierbei wurde der Effekt 16slicher NKAB-Moleklle auf NKAR-NK-92 Zellen
in Ab- oder Anwesenheit der Zielzellen BV-173 (CD19*CD20*) und Raji (CD19*CD20") analysiert. Als

Positivkontrollen flr die Degranulation dienten die Koinkubation der Effektorzellen mit der NK-
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sensitiven Zielzelllinie K562 und die Stimulation mit PMA/lonomycin. Die Aktivierung der NK-Zellen
wurde durch die durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenexpression des Degranulations-
Markers CD107a bestimmt. Zwischen unstimulierten und mit in Losung vorliegenden NKAB-CD20
oder NKAB-CD19 (100 ng/ml) Molekilen inkubierten NKAR-NK-92 Zellen wurde dabei kein
Unterscheid hinsichtlich des Anteils an CD107a-positiven Zellen festgestellt. Die Anwesenheit
Antigen-exprimierender Zielzellen fihrte hingegen zu einer umfassenden Degranulation der
NK-Zellen (BV-173 + NKAB-CD19: 60,5 * 6,7%; + NKAB-CD20: 67,9 + 1,0%; Raji + NKAB-CD19: 61,8 +
1,9%; + NKAB-CD20: 71,4 + 1,3%). Hohe Anteile CD107a-positiver NKAR-NK-92 Zellen wurden auch
nach Stimulation mit der MHC-I negativen Leukdmie-Zelllinie K562 (76,4 = 5,2%) oder mit
PMA/lonomycin erreicht (83,7 £ 1,9%) (Abbildung 4.44). Diese Ergebnisse weisen nach, dass selbst
hohe Konzentrationen der NKAB-Molekile in Losung in Abwesenheit von passenden Zielzellen nicht
zu einer unspezifischen Aktivierung der Effektorzellen fiihren. Durch die spezifische Bindung an
Lymphom- und Leukdmiezellen ermoglichen sie jedoch die Kreuzvernetzung mit NKAR-exprimieren-

den NK-92 Zellen und I6sen deren Degranulation aus.
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Abbildung 4.44. Degranulationsassay zur Bestimmung der NKAR-NK-92 Aktivierung. Dargestellt ist der prozentuale Anteil
an CD107a* NKAR-NK-92 Zellen nach 3-sttindiger Inkubation mit 50 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin, K562 Zellen
(Positivkontrollen), Medium (Negativkontrolle) oder 100 ng/ml NKAB-CD19 oder NKAB-CD20 allein oder in Kombination
mit Antigen-positiven Tumorzell-Linien (BV-173 und Raji). Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experi-

mente. *: p <0,05; **: p<0,01.
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4.7.3 Zytotoxisches Potenzial von primaren NK-Zellen in Kombination mit NKAB-CD19
und NKAB-CD20

Hinsichtlich eines moglichen zukinftigen Einsatzes in Patienten ist es von groRem Interesse abzu-
klaren, ob durch die NKAB-Molekile nicht nur adoptiv verabreichte NKAR-NK-92 Zellen, sondern
auch korpereigene NK-Zellen aktiviert werden kdnnen. Um erste Hinweise zur Wirkung von NKAB-
Molekilen auf primare humane NK-Zellen zu erlangen, wurden zunachst NK-Zellen aus dem Blut von
gesunden Spendern isoliert. Nach 4-tagiger Kultivierung in Medium fiir primare NK-Zellen (Tabelle
2.12) wurde die Reinheit der gewonnenen Zellpopulationen durch die Oberflachenfarbung von CD3
und CD56 (Abbildung 4.45; A) sowie CD16 und NKG2D (Abbildung 4.45; B) durchflusszytometrisch
bestimmt. Dabei lag die Reinheit der isolierten NK-Zellen nach 4-tdgiger Kultivierung bei 96% (CD3
CD56" Population). Zusatzlich exprimierten 95% der Zellen NKG2D und CD16. Lediglich bei 4% der
NKG2D-positiven Zellen wurde keine CD16 Expression festgestellt. Die in Abbildung 4.45 gezeigten
Daten eines Spenders sind reprasentativ flr die isolierten NK-Zellen von insgesamt drei Spendern,

welche flr die nachfolgenden Untersuchungen eingesetzt wurden.
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Abbildung 4.45. Charakterisierung von primdren NK-Zellen. Durchflusszytometrische Analyse primdrer NK-Zellen eines

reprasentativen Spenders hinsichtlich der CD3- und CD56- (A) und CD16- und NKG2D-Expression (B) 4 Tage nach Isolation.

Zur Bestdtigung der Bindung der NKAB-Molekile an NKG2D-exprimierende primadre NK-Zellen
wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Reprasentativ flir zwei Spender ist in
Abbildung 4.46; A die Bindung von NKAB-CD19 und NKAB-CD20 an priméare NK-Zellen gezeigt. Neben
der Bindung von NKAB-CD19 und NKAB-CD20 an die NK-Zellen wurde auch deren Einfluss auf die
Zytotoxizitat der Effektorzellen gegeniiber CD19*CD20* Raji Zellen untersucht. Dazu wurden primére
NK-Zellen und Raji Zellen bei einem E:T Verhaltnis von 20:1 in Anwesenheit von 50 ng/ml der NKAB-
Molekile inkubiert und anschlieRend wurde der Anteil lysierter Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Das zytotoxische Potenzial der NK-Zellen der drei Spender wurde dabei sowohl durch

NKAB-CD19 als auch NKAB-CD20 signifikant erhoht. Allerdings fihrte NKAB-CD20 verglichen mit
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NKAB-CD19 generell zu einer hoheren NK-Zell Aktivierung (Abbildung 4.46; B). Dies war auch in den

vorherigen Versuchen mit den NK-Zelllinien NK-92, NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 der Fall

(siehe Abbildung 4.39; A und Abbildung 4.43; A).
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Abbildung 4.46. Funktionelle Analyse von NKAB-CD19 und NKAB-CD20 in Kombination mit primaren NK-Zellen. (A) Analyse

der Bindung von NKAB-CD19 und NKAB-CD20. Die Bindung von NKAB-CD19 und NKAB-CD20 an NKG2D-positive, priméare

NK-Zellen (pNK) zweier Donoren wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten ungefarbte oder lediglich

mit Sekundarantikorper gefarbte Zellen. (B) Zytotoxische Aktivitat von primaren NK-Zellen in Kombination mit NKAB-CD19

oder NKAB-CD20 gegeniiber CD19- und CD20-exprimierenden Lymphomzellen. Die Lymphom-Zelllinie Raji wurde mit pNK-
Zellen in einem E:T Verhaltnis von 20:1 und 50 ng/ml (0,32 nM) NKAB-CD19 oder NKAB-CD20 inkubiert. Nach 3 Stunden

wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD dreier

unabhéangiger Experimente. **: p <0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001.
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4.7.4 Zusammenfassung der Abschnitte 4.7.1 bis 4.7.3

Die Abschnitte 4.7.1 bis 4.7.3 beschreiben die Ableitung, Expression, Reinigung und funktionelle
Analyse der gegen CD19 und CD20 gerichteten Molekile NKAB-CD19 und NKAB-CD20. Beide
Proteine zeigten eine spezifische Bindung sowohl an primare NK-Zellen, NK-92 sowie die NK-92
Derivate NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 als auch an Antigen-exprimierende Tumor-Zelllinien.
Zudem vermittelten NKAB-CD19 und NKAB-CD20 eine gesteigerte Zytotoxizitat der genetisch modi-
fizierten NK-92 Zelllinien und der primaren NK-Zellen gegeniiber Antigen-positiven Leukamie- und
Lymphom-Zelllinien. Die durchgefiihrten Degranulationsassays zeigten zudem, dass NKAB-CD19 und
NKAB-CD20 in Abwesenheit von Ziel-Zellen keine ungerichtete Aktivierung der NK-Zellen auslosen.

Dies ist ein wichtiger Sicherheitsaspekt dieses Therapieansatzes.

4.8 Ableitung und funktionelle Charakterisierung eines NKG2D-bindenden

bispezifischen Antikdrper mit Selektivitat flir murines CD19

Im Hinblick auf eine zuklnftige Erprobung des Ansatzes im Tiermodell wurde ein NKAB-mCD19
Molekil entwickelt, das mit der Bindungsstelle am N-Terminus das murine Antigen CD19 (mCD19)
erkennt. Am C-Terminus tragt das Molekdl das scFv-Antikdrperfragment Kyk2.0, das spezifisch mit
humanem NKG2D interagiert. Dies ermoglicht die Untersuchung in Kombination mit NKAR-NK-92
Zellen auch bei einem Einsatz mit murinen Tumorzellen in vitro oder syngenen Leukdmie- und

Lymphommodellen in immunkompetenten Tieren.

Wie die zuvor beschriebenen NKAB-Molekile wurde die Sequenz von NKAB-mCD19 zunachst in silico
generiert. Als N-terminale mCD19-Bindungsstelle wurde dabei die scFv-Domane abgeleitet von dem
Antikorper 1D3 eingesetzt (Rive et al., 2022). Danach folgt eine Gelenkregion, die Fc-Doméane des
humanen 1gG4 (CH2 und CH3), ein (G4S), Peptid-Linker und die NKG2D-bindende Domaéne in Form
des scFv-Antikdrperfragments Kyk2.0. Auch hier war der NKAB-Sequenz fir die Sekretion des
exprimierten NKAB-Molekdls in den Zellkulturiberstand ein Signalpeptid vorgelagert. Die syntheti-
sierte Sequenz wurde in das Expressionsplasmid pcDNA3 unter der Kontrolle des CMV-Promotors
eingebracht (pcDNA3-NKAB-mCD19) (Abbildung 4.47; A). Eine schematische Darstellung des Mole-

kils als Disulfid-verknipftes Homodimer ist in Abbildung 4.47; B gezeigt.
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Abbildung 4.47. Aufbau des bispezifischen Antikdrpers NKAB-mCD19. (A) Zusammensetzung der NKAB-mCD19 Sequenz.
Das in das Expressionsplasmid pcDNA3 eingebrachte NKAB-mCD19 Konstrukt (pcDNA3-NKAB-mCD19) steht unter der
Kontrolle des CMV-Promotors und tragt am N-Terminus ein Signalpeptid. AnschlieRend folgt eine fir murines CD19
(mCD19) spezifische scFv-Domane (1D3), die Uber die Gelenkregion (H), den Fc-Teil des humanen IgG4 (CH2 und CH3) und
einen (G4S); Peptid-Linker an das C-terminale scFv-Antikdrperfragment spezifisch fir NKG2D (Kyk2.0) geknlpft ist.
(B) Schematische Darstellung des NKAB-mCD19 Molekiils. Das Molekil ist als Homodimer dargestellt. Ausgebildete
Disulfidbriicken innerhalb der Gelenkregion zweier NKAB-mCD19 Monomere sind mit Linien angedeutet. scFv: single-chain
fragment variable, 1gG: Immunglobulin G, CMV: CMV-Promotor, SP: Signalpeptid, Vi: variable Domédne der schweren
Antikorperkette, V: variable Domane der leichten Antikdrperkette, H: Gelenkregion, Fc: Fragment-kristallisierbare Region

eines Antikorpers, L: GS-Linker.

Um rekombinantes NKAB-mCD19 aus dem Zellkulturliiberstand zu isolieren, wurde eine Protein-G-
Affinitatschromatographie durchgefiihrt. Die dabei gewonnenen, NKAB-mCD19 enthaltenden Frak-
tionen wurden mittels SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen und anschlieBendem
Immunoblot analysiert (Abbildung 4.48; A). Wie im Fall der zuvor untersuchten NKAB-Molekiile lag
NKAB-mCD19 vorwiegend als Dimer vor. Die proteinhaltigen Fraktionen 2 und 3 wurden vereint,
Uber Nacht dialysiert und die Proteinkonzentration wurde bestimmt (Abbildung 4.48; A). Anschlie-
Rend wurde die Funktionalitdt des Molekils zunadchst hinsichtlich der Bindung an Effektor- und Ziel-
zellen durchflusszytometrisch tberprift. Dabei konnte eine spezifische Bindung von NKAB-mCD19
an NKG2D/NKAR-exprimierende NK-92 Zellen (Abbildung 4.48; B) und murine, mCD19" A20
Lymphomzellen bestatigt werden. Raji Zellen, welche humanes CD19 exprimieren aber negativ flr
murines CD19 sind, wurden dagegen wie erwartet nicht von NKAB-mCD19 gebunden (Abbildung
4.48; C).

139



Ergebnisse

A — Fraktion —
A DF W 1 2

3

4

kDa
180 e <4— NKAB-mCD19
130 e— Dimer
100 e
70— <4— NKAB-mCD19
55— Monomer
nicht-reduzierend, anti-human IgG
B NK-92 NKAR-NK-92 NKAR-RD-IL15-NK-92
NKG2D* / NKAR* NKG2D* / NKAR* NKG2D* / NKAR*
1004 1004 100 A
80 i 80+ 80 1
x 609 i [ 60 60 1
£ b \
R 404 | ' 404 40 1
I
209 1 Y 201 201
r N\
O 0 L ey 0
0 103 104 10° 0 103 10 10°
NKAB-Bindung
C A20 Raji
mCD19* mCD19"
1004 100+
804
x 60
€ .
° 404 I Ungefarbt
----- Sekundarantikorper
204 (anti-human IgG)
05 oer e — NKAB-mCD19
0 103 10 10°

NKAB-Bindung

Abbildung 4.48. Expression und funktionelle Charakterisierung von NKAB-mCD19. (A) Expression und Reinigung des
bispezifischen Molekiils NKAB-mCD19. Um nach der Reinigung mittels Protein-G-Affinitdtschromatographie NKAB-mCD19
enthaltende Fraktionen zu identifizieren, wurde eine SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen und ein anschlie-
Render Immunoblot durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines humanen 1gG4-Fc-spezifischen Sekundar-
antikorpers. Das Molekl lag sowohl als Monomer (ca. 80 kDa) als auch als Dimer (ca. 160 kDa) vor. A: Auftrag, DF: Durch-
fluss, W: Waschfraktion. (B, C) Bindung von NKAB-mCD19 an NK- und Lymphomazellen. Die Bindung von NKAB-mCD19 an
(B) NKG2D/NKAR-exprimierende Effektorzellen und (C) mCD19-positive und -negative Tumorzellen wurde durchfluss-

zytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten ungefarbte oder lediglich mit Sekundarantikorper gefarbte Zellen.

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung wurde die durch NKAB-mCD19 vermittelte Zyto-
toxizitat gegentiber murinen A20 Zellen in Kombination mit parentalen NK-92 und NKAR-NK-92
Zellen bei einem E:T Verhéltnis von 5:1 untersucht. Dabei wurde die Zytotoxizitat von beiden
Effektor-Zelllinien in Abhangigkeit von der eingesetzten NKAB-mCD19 Konzentration gesteigert. Die

zytotoxische Aktivitat parentaler NK-92 Zellen gegenilber A20 Zellen war bei diesen Versuchen im
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Vergleich zu der von NKAR-NK-92 Zellen sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von NKAB-
mCD19 geringer ausgepragt. Im Fall von NKAR-NK-92 Zellen wurde ab einer NKAB-mCD19 Konzentra-
tion von 50 ng/ml ein Plateau der spezifischen Lyse erreicht (Abbildung 4.49). Dies macht es wenig

wahrscheinlich, dass mit hdheren Konzentrationen eine weitere Steigerung der Aktivitdt erreicht

werden kann.
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Abbildung 4.49. Zytotoxische Aktivitdt von NK-92 und NKAR-NK-92 Zellen in Kombination mit NKAB-mCD19 gegeniiber
mCD19-exprimierenden A20 Lymphomzellen. Die murine Lymphom-Zelllinie A20 wurde mit parentalen NK-92 und NKAR-
NK-92 Zellen (Effektorzellen) in einem E:T Verhdltnis von 5:1 in Gegenwart steigender NKAB-mCD19 Konzentrationen fir
3 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt

sind die Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; **: p <0,01.

Nachfolgend wurde der Einfluss von NKAB-mCD19 auf die Aktivitdt primarer humaner NK-Zellen von
gesunden Spendern analysiert. Dabei wurde zundchst die Bindung des Molekils an die Oberflache
der NKG2D-positiven primaren NK-Zellen bestatigt (Abbildung 4.50; A). In darauf folgenden Zyto-
toxizitdtsassays zeigte sich eine signifikante Steigerung der spezifischen Lyse mCD19-exprimierender
A20 Zellen durch primére NK-Zellen bei einem E:T Verhéltnis von 20:1 in Anwesenheit von 50 ng/ml
NKAB-mCD19 fir alle drei untersuchten Spender (Donor 1: 18,1 + 1,3%; Donor 2: 13,8 + 0,3%; Donor
3:46,8 £ 0,2%). Die Zugabe von NKAB-CD19, das spezifisch an humanes CD19 bindet, hatte dagegen
keinen Effekt (Abbildung 4.50; B). Abhdngig vom individuellen Spender war die Zytotoxizitdt primarer
NK-Zellen nach Aktivierung durch NKAB-mCD19 im Vergleich zu NKAR-NK-92 weniger ausgepragt
(Abbildung 4.49). Dies lasst sich durch die geringere NKG2D-Expression der Effektorzellen erklaren.
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Abbildung 4.50. Funktionelle Analyse von NKAB-mCD19 in Kombination mit primaren NK-Zellen. (A) Analyse der Bindung
von NKAB-mCD19. Die Bindung von NKAB-mCD19 an NKG2D-positive primare humane NK-Zellen eines reprasentativen
gesunden Spenders wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen dienten ungefarbte oder lediglich mit
Sekundarantikorper gefarbte Zellen. (B) Zytotoxische Aktivitat von primaren NK-Zellen in Kombination mit NKAB-mCD19
gegeniiber mCD19-exprimierenden murinen Lymphomzellen. Die murine Lymphom-Zelllinie A20 wurde mit pNK-Zellen in
einem E:T Verhaltnis von 20:1 und 50 ng/ml (0,32 nM) NKAB-mCD19 inkubiert. Zum Vergleich wurde NKAB-CD19 einge-
setzt. Nach 3 Stunden wurde die spezifische Lyse der Tumorzellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die

Mittelwerte + SD dreier unabhangiger Experimente. ns: p > 0,05; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001.

Zusammenfassung des Abschnitts 4.8

Abschnitt 4.8 beschreibt die Generierung eines NKAB-mCD19 Molekils mit Spezifitat fir NKG2D und
murines CD19. Neben der Bindung an seine Zielstrukturen vermittelte NKAB-mCD19 eine gesteigerte
Zytotoxizitat von parentalen und NKAR-modifizierten NK-92 Zellen sowie primaren NK-Zellen gegen-
Uber der mCD19-exprimierenden murinen Lymphom-Zelllinie A20. Entsprechend erscheint dieses
Molekil geeignet, um in nachfolgenden Arbeiten Kombinationstherapien mit NKAB-mCD19 und
NKAR-NK-92 Zellen in immunkompetenten Leukamie- und Lymphom-Mausmodellen zu unter-

suchen.
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5 Diskussion

Wahrend der Karzinogenese entwickeln maligne Zellen vielfaltige Mechanismen, um sich der
Immuniberwachung zu entziehen. Sie weisen zudem haufig eine hohe genetische Heterogenitat auf,
was die Identifizierung geeigneter Zielstrukturen fur die Entwicklung von Krebsimmuntherapien
erschwert. Darlber hinaus werden bestimmte Tumor-assoziierte Antigene auch in gesundem
Gewebe exprimiert. Dies erhdht das Risiko von unerwinschten Nebenwirkungen bei Therapie-
ansatzen mit Ausrichtung gegen diese TAAs. Eine vielversprechende Zielstruktur in der Immun-
therapie stellen daher NKG2D-Liganden dar. Diese werden auf Krebszellen unterschiedlichster
Tumorentitdten hochreguliert, wahrend sie in der Regel nicht in gesundem Gewebe vorzufinden sind
(Lanier, 2015). Der korrespondierende Rezeptor NKG2D wird von Immuneffektorzellen wie T- und
NK-Zellen exprimiert und ermdglicht die Erkennung und Eliminierung NKG2D-L-positiver Zellen
(Raulet, 2003). Allerdings konnen Krebszellen der NKG2D-vermittelten Immuniberwachung ent-
kommen, indem sie die Expression von NKG2D-L auf der Zelloberflache beispielsweise durch
proteolytische Abspaltung herunterregulieren. Dies kann die Effektivitdt von Behandlungsansatzen,
die auf NKG2D-L ausgerichtet sind, einschranken (Duan et al., 2019). Zur Uberwindung solcher
Immune escape Mechanismen wurden modulare Immuntherapheutika entwickelt, welche auf bi-
und trispezifischen Antikorpern beruhen. Diese besitzen eine duale Bindungsfahigkeit und kénnen
somit gleichzeitig an Immuneffektor- und Tumorzellen binden und eine zielgerichtete Immun-
antwort initiieren. Aufgrund der breiten Anwendbarkeit, der fir viele bisherige Molekiile bereits
gezeigten Sicherheit in der Anwendung und der zunehmenden Bedeutung von NK-Zellen in der
Krebsimmuntherapie gewinnt der Einsatz von bispezifischen und trispezifischen Natural killer cell
engagern (NKCE), die natirliche Killerzellen durch Bindung an CD16 oder andere endogene NK-Zell-
Rezeptoren wie NKG2D mit Krebszellen in Kontakt bringen, zunehmend an Interesse und klinischer
Relevanz (Blunt & Khakoo, 2024; El-Khoueiry et al., 2023; Gauthier et al., 2023; Peipp et al., 2022;
Phung et al., 2021). Unter anderem befinden sich derzeit zwei bispezifische Engager mit Spezifitat
fir CD16 und EGFR (NCT04259450) oder CD123 (NCT05817058) in einer klinischen Phase /1l bzw.
klinischen Phase | Studie. Auch trispezifische NKCEs, die neben NKG2D und CD16 ErbB2 (HER2)
(NCT04143711), CD33 (NCT04789655) oder EGFR (NCT05597839) erkennen, werden in Phase | und
I/Il Studien auf ihre Wirksamkeit gegenlber hdamatologischen und soliden Tumorerkrankungen

geprift (Vivier et al., 2024).
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5.1 Kombination von NKG2D-CAR-exprimierenden NK-92 Zellen (NKAR-NK-92)
und einem bispezifischen NKAB-Molekiil (NKAB-ErbB2) als modularer

Behandlungsansatz

In vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde ein bispezifischer Antikorper (NKAB-ErbB2)
generiert, welcher durch eine duale Spezifitdt den aktivierenden Rezeptor NKG2D auf Immun-
effektorzellen und das TAA ErbB2 auf Antigen-positiven Tumorzellen binden kann. Dabei ist das am
N-Terminus befindliche NKG2D-spezifische scFv(Kyk2.0)-Antikorperfragment Uber eine Gelenkre-
gion und die CH2- und CH3-Domaénen eines 1gG4-Antikorpers mit der ErbB2-spezifischen scFv(FRP5)-
Bindungsdomaéne verbunden. Disulfidbriicken in der Gelenkregion ermoglichen so die Dimerisierung
zweier NKAB-Molekile (C. Zhang et al., 2021). Das resultierende tetravalente Molekll vermittelte
eine effiziente und spezifische Lyse Antigen-positiver Tumorzellen durch NKG2D-exprimierende
Immuneffektorzellen. Zur moglichen Verstarkung der durch NKAB-Molekile vermittelten Eliminie-
rung von Tumorzellen wurde die klinisch relevante NK-Zelllinie NK-92 mit einen NKG2D-basierten
CAR (NKAR) modifiziert und funktionell charakterisiert. Dieses NKAR-Molekil besteht aus der
extrazellularen Doméne des NKG2D-Rezeptors (Aminosauren 82-216), welche lber einen (G4S);
Linker und ein Myc-Tag an eine CD8ca-Gelenkregion und die Transmembran- und intrazelluldre
Domane von CD3E geknlpft ist. Die durch endogene NKG2D-L oder NKAB-Molekile vermittelte anti-
Tumor Aktivitdt von NKAR-exprimierenden Effektorzellen war im Vergleich zu parentalen NK-92
Zellen, welche moderate Mengen an endogenem NKG2D exprimieren, starker ausgepragt. Dies lasst
sich auf die hohere Expression des NKG2D-abgeleiteten CAR-Molekdls und auf Unterschiede in der
Signaltransduktion der Rezeptoren zurtckfihren. Wahrend im Fall von endogenem humanem
NKG2D die Assoziation mit DAP10 fir die Signaltransduktion notwendig ist, sind in dem in dieser
Arbeit eingesetzten NKAR-Molekiil die extrazellulare Bindungsdomane des NKG2D-Rezeptors und
die intrazelluldre Signaltransduktionsdoméane von CD3E in einem Molekil direkt verknipft (C. Zhang
et al., 2021). Darlber hinaus enthalt DAP10 nur ein einzelnes YXNM-Tyrosin-basiertes Aktivierungs-
motiv, wahrend die im NKAR enthaltende CD3C Signaldomane drei ITAMSs tragt. Zusammen kdnnte
dies zu einer schnelleren und verstarkten Signaltransduktion beitragen (Wu et al., 1999). NK-Zellen
von Krebspatienten zeigen oft einen erschdpften Phanotyp mit verminderter NKG2D-Expression, der
sich unter anderem auf die von Tumorzellen proteolytisch abgespaltenen, |6slichen NKG2D-L
(SNKG2D-L) und die nach deren Bindung an NKG2D einhergehende Internalisierung und/oder
Degradation des Rezeptors zurlckfihren lasst (Judge et al., 2020; Song et al., 2006). Die ektopische
Expression eines NKG2D-basierten CARs wie NKAR kdnnte einen solchen Immune escape Mechanis-

mus moglicherweise Gberwinden. Verschiedene Studien zeigten zudem, dass durch Tumorzellen
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sekretiertes TGF-B und durch Immunzellen produziertes IFN-y die Oberfldchenexpression von
endogenem NKG2D auf Lymphozyten vermindert (Lee et al., 2004; Schwinn et al., 2009). Dies
verdeutlicht die Relevanz eines stabil exprimierten Rezeptors in Form des NKAR weiter. Das Potenzial
von NKG2D-exprimierenden Effektorzellen spiegelt sich auch durch bereits experimentell in der
Klinik eingesetzte NKG2D-CAR-T-Zellen zur Behandlung verschiedener hamatologischer Malignitaten
wider. Allerdings sind in diesem Zusammenhang auch Sicherheitsbedenken aufgetreten. In der
KEYNOTE-B79-Phase-Ib-Studie mit allogenen NKG2D-CAR-T-Zellen, welche mit einem NKG2D-CAR
dhnlich dem im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten NKAR-Molekil modifiziert wurden, traten bei
Patienten mit kolorektalem Krebs (NCT04991948) fatale Nebenwirkungen auf (Sallman et al., 2023).
Daraufhin wurde die Rekrutierung von Patienten eingestellt. Im Gegensatz zu T-Zellen weisen NK-
und CAR-NK-Zellen, welche auch in einer allogenen Umgebung ohne Auslésung einer GvHD
eingesetzt werden kdnnen, ein besseres Nebenwirkungsprofil auf (Liu et al., 2020; Maskalenko et al.,
2022). Die Ergebnisse einer Pilotstudie mit Patienten mit kolorektalem Karzinom legen nahe, dass

dieser Sicherheitsvorteil auch fiir NKG2D-CAR-modifizierte NK-Zellen gilt (Xiao et al., 2019).

In funktionellen in vitro Analysen war das bispezifische NKAB-ErbB2 Molekil in der Lage, sowohl
endogen NKG2D-exprimierende primare Immunzellen als auch mit einem NKAR modifizierte primére
T-Zellen oder NK-92 Zellen mit ErbB2-exprimierenden Tumorzellen zu vernetzen und dadurch die
Lyse der malignen Zellen durch die Effektor-Lymphozyten zu induzieren. Zudem wurde in Zytotoxi-
zitdtsassays in Gegenwart von ldslichem MICA (sMICA) als Modell fir proteolytisch abgespaltene
NKG2D-L festgestellt, dass selbst eine im Vergleich zu NKAB-ErbB2 100-fach héhere Konzentration
an sMICA keinen Einfluss auf die NKAB-ErbB2 vermittelte zytotoxische Aktivitdt von NKAR-NK-92
Zellen hatte (C. Zhang et al., 2021). Weiterhin konnte die Effektivitat einer NKAB/NKAR-basierten
Kombinationstherapie in einem murinen in vivo Gliommodell nachgewiesen werden, bei welchem in
einem GroRteil der behandelten Tiere eine vollstandige AbstoRung der Tumorzellen zu beobachten
war. Zusammenfassend weisen diese Erkenntnise auf einen vielversprechenden Behandlungsansatz
hin, der sich vor allem bei Patienten als vorteilhaft erweisen koénnte, die aufgrund von Immune
escape Mechanismen wie der proteolytischen Abspaltung von NKG2D-L nicht auf eine allein auf

NKG2D-basierende Immuntherapie ansprechen.

Zur weiteren Optimierung des Kombinationsansatzes wurden in dieser Arbeit NKAR-NK-92 Zellen
durch die ektopische Expression des IL-15 Superagonisten RD-IL15 weiter modifiziert. In den dabei
durchgefihrten in vitro Untersuchungen zeigte der eingesetzte IL-15 Superagonist RD-IL15 nach
Expression in NKAR-NK-92 Zellen eine Wirkung sowohl auf sekretierende Zellen selbst als auch auf

umgebende primare Immunzellen. AuRerdem wurden neue NKAB-Molekile mit Spezifitat fur
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weitere Zielantigene zur Behandlung unterschiedlicher Tumorentitdten generiert und funktionell
charakterisiert. Dabei wurde die Struktur der NKAB-Molekile urspriinglich so gewahlt, dass die
Tumorspezifitdt durch den Austausch des entsprechenden scFv-Antikorperfragments flexibel
angepasst werden kann. Um darUber hinaus die generelle Flexibilitdt des NKAB-Designs zu priifen,
wurden die Bindungsdomadnen am N- und C-Terminus des prototypischen NKAB-ErbB2 Molekls
getauscht. Dabei wurden keine von der Anordnung der Bindedomanen abhangigen Unterschiede in
der NKAB-vermittelten Eliminierung von ErbB2-exprimierenden Tumorzellen durch NKAR-NK-92
Zellen festgestellt (C. Zhang et al., 2021). Weitere Versuche zur Optimierung der NKAB-Molekiile und
die erfolgreiche Erweiterung des NKAB-Repertoires durch den Austausch der Tumor-spezifischen
Domaéne bestatigt die hohe Flexibilitat des Ansatzes. Die in dieser Arbeit erstmals generierten NKAB-
Moleklle NKAB-EGFR, NKAB-CD19 und NKAB-CD20 waren in der Lage, die Lyse Antigen-exprimieren-
der Zellen sowohl in Kombination mit NKAR-NK-92 Derivaten als auch primaren NK-Zellen zu ver-
mitteln. Zudem wurde untersucht, ob sich diese experimentelle Therapie dazu eignet, auch Tumor-
populationen mit heterogener Antigenexpression durch eine geeignete Kombination von NKAB-
Molekilen gezielt zu beseitigen. Dabei fihrten NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR in Kombination zu-

sammen mit NKAR-Effektorzellen zur Eliminierung von Tumormischkulturen.

5.2 Optimierung des prototypischen NKAB-ErbB2 Molekiils

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, inwiefern das prototypische NKAB-ErbB2
Molekil (Abbildung 4.11) in seiner Funktion weiter optimiert werden kann. Daflir wurden die
Positionen der NKG2D- und ErbB2-spezifischen Bindungsdomanen innerhalb des Molekuls und die
Orientierung der variablen Domanen der leichten (Vi) und schweren (V) Antikorperketten innerhalb
des scFv-Fragments getauscht (Abbildung 4.14). Die abgeleiteten Molekile (NKAB-ErbB2, NKAB-
ErbB2_ 2, NKAB-ErbB2 rev und NKAB-ErbB2 rev_2) lieRen sich in vergleichbaren Mengen in Expi293F
Zellen produzieren und aus dem Kulturlberstand aufreinigen. Zudem wurde in Immunoblot-
Analysen der gereinigten Molekile festgestellt, dass diese vorwiegend als Dimere und nur zu einem
geringen Anteil als Monomere vorlagen (Abbildung 4.15). In Durchflusszytometer-basierten
Bindungsassays wurde zudem bestatigt, dass alle Molekile sowohl NKG2D auf NK-Zellen als auch
ErbB2 auf Tumorzellen binden kénnen (Abbildung 4.16). Die Berechnung der AMFIs deuten jedoch
darauf hin, dass NKAB-Molekiile mit VyV.-Orientierung innerhalb der scFv(Kyk2.0)-Domane
schlechter an NKAR/NKG2D auf NKAR-NK-92 Zellen binden (Abbildung 4.16). Diese Unterschiede
wirkten sich allerdings in nachfolgenden Zytotoxizitdtsassays nicht aus, in denen die NKAB-
vermittelte Lyse von MDA-MB453 Zellen in Anwesenheit aller NKAB-ErbB2 Varianten vergleichbar

war (Abbildung 4.17). Prinzipiell ist eine hohe Affinitdt von Antikdrpermolekilen nicht immer
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gleichbedeutend mit einer verbesserten Wirkung. So weisen Untersuchungen in in vitro und in vivo
Modellen darauf hin, dass eine hohe Bindungsstarke unter Umstanden zu einer verminderten
Selektivitat fihrt und sich der jeweilige Antikorper mit einer héheren Wahrscheinlichkeit auch an
seine Zielstruktur auf gesundem Gewebe anlagert (Mazor et al., 2015, 2017). Zusatzlich kann eine
starke Antikérperbindung mit einhergehender reduzierter Dissoziationsrate die Anhaufung eines
Antikorpers in der Tumorperipherie bewirken, auch bekannt als Binding site barrier (Beckman et al.,
2007). Dies wurde beispielsweise in in vivo Studien mit Radionuklid-gekoppelten Antikdrpern mit
variierender Affinitat fir ErbB2 gezeigt, in denen Antikorper mit geringerer Affinitat vermehrt in das
Tumorgewebe penetrierten, wahrend sich Antikorper mit hoherer Affinitat hauptsachlich in der
Peripherie ansammelten (Adams et al., 2001; Rudnick et al., 2011). Diese Beobachtungen sind vor
allem von Relevanz fir die Wahl der passenden Tumor-bindenden Domaéne. Aber auch eine hohe
Affinitat gegeniber NKG2D kann unter Umstanden mit Nachteilen verbunden sein. So erscheint es
denkbar, dass sich NKAB-Molekile aufgrund einer zu starken Bindung nicht von Effektorzellen |6sen
und NKG2D dauerhaft blockieren, sodass eine zusatzlich mogliche Interaktion mit NKG2D-L ver-
hindert wird. Auch koénnte dies, wie fur losliche Liganden beobachtet, die Internalisierung oder
Degradation des Rezeptors bewirken. Zusammenfassend zeigten die hier erhaltenen Ergebnisse,
dass das Format der bispezifischen NKAB-Molekiile ein hohes MaR an Flexibilitat aufweist. Um durch
den Einsatz des hier bearbeiteten Kombinationsansatzes moglicherweise auch eine endogene
Immunantwort im Patienten zu fordern, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, das immunmodulatori-

sche Zytokin IL-15 in Form des IL-15 Superagonisten RD-IL15 in das System zu integrieren.

5.3 Steigerung der anti-Tumor Aktivitdt von Immunzellen durch RD-IL15

5.3.1 Die Rolle von IL-15 in der Krebsimmuntherapie

Zytokine spielen eine zentrale Rolle in der Kommunikation zwischen Immunzellen und kontrollieren
somit eine Vielzahl von Effektorfunktionen. IL-15 ist ein pleiotropes Zytokin, welches wie IL-2 zur
common y chain (yc) Familie gehort und unter anderem die Entwicklung und Aktivierung von NK-
Zellen und die Proliferation und das Uberleben von T-Zellen férdert (Burton et al., 1994; Grabstein
et al.,, 1994; Tagaya et al., 1996). Aufgrund seiner immunstimulatorischen Wirkung wurde das
verwandte IL-2 erstmals als Monotherapie flr die Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem
metastasierendem Nierenzellkarzinom und Melanom eingesetzt (Fyfe et al., 1995; Rosenberg et al,,
1994). Jedoch wurden dabei nur moderate Effekte erzielt. Neben einer Schwéachung der Immun-
antwort aufgrund der stimulatorischen Wirkung von IL-2 auf Teg Zellen ist die IL-2 Therapie aufgrund

der hohen Dosierung auch teilweise mit schwerwiegenden Nebenwirkungen wie einem Kapillar-
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lecksyndrom oder einem Lungenédem verbunden (Shah et al., 2021). Dariber hinaus liegt die
Halbwertszeit von IL-2 in vivo im Bereich von Minuten (Konrad et al., 1990; Lotze et al., 1985). Um
die Limitierungen einer IL-2 basierten Immuntherapie zu Uberwinden, wurden weitere Zytokine
hinsichtlich ihres Nutzens flr die Krebstherapie untersucht. Aufmerksamkeit erregte dabei das IL-2
in seiner Struktur und Funktion dhnliche Zytokin IL-15 (Budagian et al., 2006). Im Gegensatz zu IL-2
weist IL-15 ein besseres Sicherheitsprofil und ein vorteilhaftes Wirkspektrum auf. So wurde in
Patienten nach IL-15 Therapie kein Kapillarlecksyndrom beobachtet. Auch der Einfluss von IL-15 auf
die Expansion von regulatorischen T-Zellen und den AICD (Activation-induced cell death) ist im

Vergleich zu IL-2 weniger ausgepragt (Waldmann et al., 2011; Zhou et al., 2022).

Obwohl in einer ersten klinischen Phase | Studie nach systemischer Bolusinjektion von rekombinan-
tem IL-15 in Patienten mit metastasierendem Nierenzellkarzinom oder Melanom vielversprechende
Ergebnisse wie beispielsweise eine gesteigerte Zahl an CD8-positiven Gedachtniszellen und NK-
Zellen beobachtet wurde, war die IL-15 vermittelte anti-Tumor Wirkung nur gering (Conlon et al.,
2015). Daher zielen neuere Strategien auf eine Optimierung des IL-15 Molekils mit verbesserter
Pharmakokinetik ab. Dabei wurden IL-15-basierte Behandlungsansdtze um IL-15-Superagonisten
erweitert, welche in praklinischen Modellen zu einer gesteigerten anti-Tumor Wirkung des Zytokins
beitrugen und in klinischen Studien vielversprechende Ergebnisse zeigten. Ein solcher IL-15 Super-
agonist (ANKTIVA, N-803) wurde vor Kurzem zur Behandlung von nicht-muskelinvasivem Harn-
blasenkarzinom durch die FDA zugelassen (siehe nachfolgenden Abschnitt 5.3.2) (Guo et al., 2017,

ImmunityBio, 2024)

5.3.2 Der optimierte IL-15 Superagonist RD-IL15

Wie oben aufgeflhrt, zeigte die Behandlung von Krebspatienten mit rekombinantem IL-15 nur
geringe therapeutische Effekte, was sich unter anderem auf die kurze Halbwertszeit des IL-15
Molekdils von etwa 2,5 Stunden zurlckfihren lasst (Atallah-Yunes & Robertson, 2022; Conlon et al,,
2015). MaRgeblich an der Stabilitat von IL-15 beteiligt ist die Rezeptoruntereinheit IL-15Ra, die
bereits im endoplasmatischen Retikulum von IL-15 produzierenden Zellen einen Komplex mit IL-15
bildet und als solcher an die Oberflache transportiert wird (Jabri & Abadie, 2015; Knudson et al,,
2020). Die Prasentation des IL-15/IL-15Ra-Komplexes erfolgt anschlieRend in membrangebundener
Form (Waldmann, 2006). Abgeleitet von der natlrlichen Transprdsentation des Zytokins IL-15
wurden IL-15/IL-15Ra-Fusionsproteine, auch bezeichnet als IL-15 Superagonisten, entwickelt. Auf-
grund ihres strukturellen Aufbaus weisen IL-15 Superagonisten vielversprechende Vorteile gegen-

Uber monomerem IL-15 auf, wie beispielsweise die Aufrechterhaltung hoher IL-15 Konzentrationen
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nach in vivo Applikation bedingt durch eine verlangerte Halbwertszeit von etwa 12 Stunden wie in
Rhesusaffen gezeigt (Bergamaschi et al., 2018). Eine weitere Modifikation erfolgte bei der Generie-
rung des IL-15-Superagonisten N-803 (ehemals ALT-803), welcher sich aus der fir die Zytokin-
bindung relevanten Sushi-Domane des IL-15Ra (IL-15Ra31-107), einer IL-15-Mutante (IL-15n720) und
der IlgG1-Fc Domane zusammensetzt. Die veranderte Aminosauresequenz, bei welcher Asparagin an
Position 72 durch Aspartat ersetzt ist, vermittelt eine gesteigerte Bioaktivitdt bedingt durch eine
erhohte Bindungsaffinitat zum IL-15-Intermediate affinity-Rezeptor auf der Oberflache von Effektor
T-Zellen, T-Gedachtniszellen und NK-Zellen (Bergamaschi et al., 2012; Zhu et al., 2009). In einer
klinischen Phase | Studie (NCT01885897) konnte N-803 noch 7 Tage nach subkutaner Injektion im
Serum von Patienten nachgewiesen werden und eine gesteigerte Aktivierung, Proliferation und
Expansion von NK-Zellen und CD8"* T-Zellen hervorrufen. Die Proliferation von regulatorischen T-
Zellen wurde nicht beeinflusst (Romee et al., 2018). Zudem wurde bei der Behandlung von
fortgeschrittenen soliden Tumorerkrankungen ein Anstieg der Zahl an NK-Zellen nach Injektion von
N-803 in Patienten mit einem Melanom, Nierenkarzinom, Kopf-Hals-Tumor oder Lungenkarzinom
beobachtet (NCT01727076) (Margolin et al., 2018). Auch in einer klinischen Phase I/l Studie zur
Behandlung von nicht-muskelinvasivem Harnblasenkarzinom (NCT03022825) konnte durch den Ein-
satz von N-803 in Kombination mit BCG (Bacille Calmette-Guérin) in 71% der behandelten Patienten
ein Complete Response von durchschnittlich 26,6 Monaten Dauer erzielt werden (Chamie et al.,
2022). Dies resultierte in der Zulassung der Kombinationstherapie durch die FDA (ImmunityBio,
2024). Beruhend auf den vielversprechenden klinischen Daten des IL-15 Superagonisten N-803
wurde in unserer Arbeitsgruppe der Einfluss des IL-15 Superagonisten RD-IL15 auf NK-Zellen und
umliegende Immunzellen untersucht (Bodden et al., 2023). RD-IL15 setzt sich wie N-803 aus der
Sushi-Domane des IL-15Ra (IL-15Ra31-107) und IL-15n720 Zusammen, enthalt jedoch keine Fc-Domane
(Abbildung 1.5). In ersten in vitro Versuchen wurde RD-IL15 in GD2-spezifischen CAR-NK-92 Zellen
koexprimiert und in den Uberstand sekretiert. Dabei ermdglichte RD-IL15 das Wachstum der
Produzentenzellen in Abwesenheit von IL-2 und stimulierte zudem in parakriner Weise die
Proliferation und Zytotoxizitdat benachbarter Immunzellen. Aufgrund der immunmodulatorischen
Wirkung von RD-IL15 und seines Beitrags zum Uberleben von NK-92 Zellen wurde der IL-15

Superagonist in dieser Arbeit auch in das modulare NKAB/NKAR-System integriert.
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5.3.3 Generierung von NKAB-Molekilen mit RD-IL15-Domane

Einer der in dieser Arbeit verfolgten Ansdtze das NKAB/NKAR-System mit RD-IL15 zu erweitern,
beruhte auf der Verknlpfung der RD-IL15 Domédne mit der N-terminalen NKG2D-Bindungsdomane
des prototypischen NKAB-ErbB2 Molekils ber einen kurzen Peptidlinker (RD-IL15-NKAB-ErbB2)
(Abbildung 4.18). Dieser Ansatz ahnelt den sogenannten TriKE (Trispecific NK cell engager)
Molekuilen, welche neben einer CD16- und Tumorantigen-bindenden Domane zusatzlich eine IL-15-
Domane integrieren (Arvindam et al., 2018; Vallera et al., 2016). Die Effektivitdt eines solchen
Moleklls mit Spezifitat fir CD16 und CD33 konnte beispielweise in in vitro Assays gezeigt werden, in
denen das trispezifische Molekil im Vergleich zu dem entsprechenden bispezifischen Molekil ohne
IL-15-Domaéne zu einer gesteigerten Zytokinproduktion, Zytotoxizitat und Degranulation von NK-
Zellen gegeniiber einer CD33-positiven AML-Zelllinie beitrug sowie ein verbessertes Uberleben und
eine erhohte Proliferation der primaren NK-Zellen induzierte (Vallera et al., 2016). Dariiber hinaus
forderte der Einsatz von TriKEs in praklinischen Tiermodellen die anti-Tumor Anwort von humanen
NK-Zellen sowohl gegeniiber systemisch applizierten humanen AML-Zellen als auch Ovarial-
karzinom-Zellen, die intraperitoneal verabreicht wurden (Vallera et al., 2016, 2020). Basierend auf
diesen Beobachtungen wurde in dieser Arbeit Uberprift, ob das RD-IL15-NKAB-ErbB2 Molekdl
ebenfalls zu einer gesteigerten Effektorfunktion von NK-92 Zellen beitragen kann. Sowohl in seiner
Fahigkeit, an NKG2D und ErbB2 zu binden, als auch der Vermittlung der Lyse von ErbB2-
exprimierenden Tumorzellen durch NKAR-NK-92 Zellen, war das neu generierte Molekil mit dem
prototypischen NKAB-ErbB2 Molekil vergleichbar (Abbildung 4.19). Allerdings zeigte sich in einem
Proliferationsassay, dass RD-IL15-NKAB-ErbB2 den Entzug von IL-2 im Wachstumsmedium nicht
vollstandig kompensieren konnte. Im Vergleich zu NK-92 Zellen, die in Medium mit IL-2 kultiviert
wurden, war bei Zellen, die nur mit dem RD-IL15-NKAB-Molekil supplementiert wurden, eine
verringerte Proliferation zu beobachten (Abbildung 4.20; C). Eine naheliegende Erklarung ware eine
fehlende biologische Aktivitdt des Molekils. Jedoch konnte diese in einer Immunoblot-Analyse
bestatigt werden. Dabei war in Zelllysaten von RD-IL15-NKAB-ErbB2-stimulierten NKAR-NK-92 Zellen,
die in Abwesenheit von IL-2 und IL-15 kultiviert wurden, eine Phosphorylierung von STATS
detektierbar. Dies weist eine durch RD-IL15 vermittelte Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs nach
(Abbildung 4.20; A). Daher ist es wahrscheinlicher, dass die eingesetzte Konzentration im
Proliferationsassay nicht ausreichend war, um einen mit IL-2 vergleichbaren Effekt zu erzielen. In der
Tat waren die in diesen Experimenten gewahlten Stoffmengen von IL-2 (0,4 nM) und RD-IL15-NKAB-
ErbB2 (0,1 nM) unterschiedlich. Zudem ware es moglich, dass RD-IL15-NKAB-ErbB2 in diesem
Versuchsansatz durch die Bindung an NKG2D/NKAR auf NKAR-NK-92 Zellen keine RD-IL15 vermittelte
Wirkung entfalten kann, wodurch der Effekt des RD-IL15-NKAB im Vergleich zu IL-2 schwacher
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ausfallt. Neben dem vorteilhaften immunstimulatorischen und antitumoralen Effekt von IL-15, birgt
die systemische Gabe des Zytokins in hohen Dosierungen jedoch auch das Risiko einer Toxizitat
aufgrund einer ausgel6sten Entziindungsreaktion. Daher wurde in dieser Arbeit als Alternative zu
RD-IL15-NKAB-ErbB2 ein weiterer Ansatz entwickelt, der auf der Sekretion von RD-IL15 durch CAR-

modifizierte NK-92 Zellen beruht.

5.3.4 Generierung von RD-IL15-exprimierenden CAR-NK Zellen

Fir die Generierung von RD-IL15 sekretierenden NKAR-NK-92 Zellen wurde die bereits publizierte
NKAR-Sequenz (C. Zhang et al., 2021) Uber eine P2A-Schnittstelle mit der Sequenz von RD-IL15 ver-
knipft und in das Transferplasmid pSIEW eingebracht (pS-NKAR-RD-IL15-1EW) (Abbildung 4.1). An-
schlielend erfolgte die Transduktion von NK-92 Zellen mit entsprechenden lentiviralen Vektor-
partikeln. NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie-basierter Zellsortierung
anhand des Markerproteins angereichert, und die NKAR-Expression von NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen durchflusszytometrisch (NKG2D und EGFP-Expression) und mit Hilfe einer
Immunoblot-Analyse (CD3&) vergleichend untersucht (Abbildung 4.3). Erwartungsgemaf wurde im
Fall von NKAR-NK-92 und NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen ein im Vergleich zur parentalen NK-92 Zelllinie
gesteigertes NKG2D-Signal festgestellt, was sich auf die Expression der CAR-Konstrukte zurickfihren
lasst. Dies bestatigte sich auch durch die Expression des Markerproteins EGFP in modifzierten NK-92
Zellen. Auch wenn die NKG2D- und EGFP-Signale in durchflusszytometrischen Analysen zwischen den
Zell-Derivaten vergleichbar waren, wurden in Immunoblot-Analysen leichte Unterschiede in der
Menge an NKAR Gesamtprotein festgestellt. Abgesehen von der Bande von endogen exprimierten
CD3&-CD3& Homodimeren waren die NKAR Homo- und NKAR-CD3E Heterodimeren entsprechenden
Banden in RD-IL15 sekretierenden NKAR-NK-92 Zellen etwas schwacher ausgepragt. In nachfolgen-
den funktionellen Analysen in Form von in vitro Zytotoxizitdtsassays zeigten beide NKAR-NK-92
Derivate dennoch eine vergleichbare nattrliche Zytotoxizitat gegeniiber K562 Zellen, eine dahnliche
NKAR-vermittelte Zytotoxizitat gegen NKG2D-L positive MDA-MB468 Mammakarzinomzellen und
eine gleichwertige NKAB-vermittelte Zytotoxizitat gegentber ErbB2-exprimierenden MDA-MB453
Mammakarzinomzellen (Abbildung 4.4, Abbildung 4.13).
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5.3.5 Autokrine Wirkung von ektopisch exprimiertem RD-IL15

Wie auch bei primiren NK-Zellen ist das Wachstum und Uberleben der immortalisierten Zelllinie
NK-92 abhdngig von Zytokinen (Romee et al., 2014). Generell erfolgt die Kultivierung von NK-92
Zellen dabei mit IL-2, wobei die Zellen innerhalb weniger Tage nach Zytokin-Entzug eingeschrankte
Effektorfunktionen und eine gesteigerte Apoptose aufweisen (Klingemann, 2023; Nowakowska et
al., 2018; Zhang et al., 2008). Um die Abhangigkeit von exogen zugefihrtem IL-2 zu umgehen,
wurden bereits NK-92 Derivate wie beispielsweise NK-92MI Zellen generiert, welche humanes IL-2
selbst produzieren und somit unabhangig von einer exogenen Zytokin-Supplementierung sind (Tam,
Maki, et al., 1999). Gleichbleibende Effektorfunktionen und eine uneingeschrankte Proliferation von
NK-92 Zellen konnten auBerdem erzielt werden, wenn IL-2 im Kulturmedium durch IL-15 ersetzt
wurde (Térnroos et al., 2019). Frihere Arbeiten unserer Gruppe zeigten dariber hinaus, dass auch
genetisch modifizierte NK-92 Zellen mit ektopischer IL-15 oder RD-IL15 Expression unabhangig von
exogenen Zytokinen sind (Bodden et al., 2023; Sahm et al., 2012). Entsprechend wurde nach dem
Nachweis von RD-IL15 im Kulturiberstand von NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen auch die autokrine

Wirkung des IL-15 Superagonisten analysiert.

Flr die Quantifizierung des von modifizierten NK-92 Zellen sekretierten RD-IL15 wurde ein ELISA mit
konditioniertem Kulturtberstand durchgefihrt. Daflir wurde zundchst ein Expressionsplasmid
generiert, welches die Produktion von rekombinantem RD-IL15 in Expi293F Zellen ermdglichte
(Abbildung 4.5). Das aufgereinigte Protein wurde anschlieRend fir die Erstellung einer Standard-
kurve verwendet. Wahrend von NKAR-NK-92 Zellen erwartungsgemal kein RD-IL15 sekretiert
wurde, konnte bei NKAR-RD-IL-15-NK-92 Zellen in Abhdngigkeit von der Zellzahl ein linearer Anstieg
der RD-IL15 Konzentration detektiert werden (Abbildung 4.6). Beachtenswert ist zudem, dass RD-
IL15 auch an den IL-2RB/yc Komplex bindet. Dies wurde bereits in vorherigen Arbeiten der Gruppe
durch die Oberflachenfarbung von IL-15 auf RD-IL15 sekretierenden CAR-NK-92 Zellen gezeigt
(Bodden et al., 2023). Entsprechend kann davon ausgegangen werden, dass hohere Mengen an RD-
IL15 von NKAR-RD-IL15-Zellen sekretiert werden, ein Teil davon jedoch nicht in den Uberstand
Ubergeht, sondern von den NK-Zellen selbst aufgebraucht wird. Nach dem Nachweis von RD-IL15 im
Zellkulturiberstand wurde nachfolgend untersucht, inwiefern das sekretierte RD-IL15 biologisch
aktiv ist und seine stimulatorische Wirkung auf produzierende NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen entfalten
kann. Daflr wurde die Aktivierung des nachgeschalteten JAK/STAT-Signalwegs in einer Immunoblot-
Analyse untersucht. Durch die Bindung von RD-IL15 an den Intermediate affinity-Rezeptor werden
die Januskinasen JAK1 und JAK3 aktiviert, die entweder mit der IL-2/IL15RB- (JAK1) oder yc-Unter-

einheit (JAK3) interagieren. Dies flhrt zur Rekrutierung des Transkriptionsfaktors STAT5 und dessen
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Phosphorylierung. STATS ist der maRgebliche Regulator fur die Entwicklung, Reifung, Funktion und
das Uberleben von NK-Zellen (Gotthardt et al., 2019). Im Anschluss an die Phosphorylierung erfolgt
die Ausbildung von STAT5 Dimeren und deren Translokation in den Zellkern, wo sie durch die
Bindung an ihre Zielsequenzen Einfluss auf die Genexpression nehmen (Abbildung 4.7; A) (Yang &
Lundgvist, 2020). Durch den Nachweis von pSTATS5 in NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen kénnen dem-
entsprechend Erkenntnisse hinsichtlich der biologischen Aktivitdat von RD-IL15 und der autokrinen
Stimulation der Produzentenzellen gewonnen werden. Wahrend pSTATS nicht in Lysaten von NKAR-
NK-92 Zellen, die in Abwesenheit von IL-2 kultiviert wurden, detektiert werden konnte, war ein
deutlicher Anstieg von phosphoryliertem STAT5 in NKAR-RD-IL15-NK-92 Lysaten zu erkennen
(Abbildung 4.7; B). Auch in Proliferations- und Vitalitdtsassays, in denen NKAR-NK-92 und NKAR-RD-
[L15-NK-92 Zellen ohne IL-2 kultiviert wurden, konnte die biologische Aktivitdt von sekretiertem
RD-IL15 bestatigt werden. Wahrend NKAR-NK-92 Zellen in Abwesenheit von IL-2 eine verminderte
Proliferation und Vitalitat aufwiesen, waren diese bei NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen kultiviert ohne IL-2
mit denen von NKAR-NK-92 Zellen in IL-2-haltigem Kulturmedium vergleichbar (Abbildung 4.8).
Sowohl die Immunoblot-Analyse als auch der Proliferations- und Vitalitatsassay zeigten, dass NKAR-
RD-IL15-NK-92 Zellen durch die ektopische Expression von RD-IL15 das Fehlen von exogen zuge-
fihrtem IL-2 oder IL-15 kompensieren konnen. In einer frilheren Arbeit wurde beschrieben, dass
eine langanhaltende in vitro Stimulation mit rekombinantem IL-15 zur Erschdopfung von primaren
NK-Zellen fihren kann (Felices et al., 2018). Ein solcher Effekt wurde in Arbeiten unserer Gruppe
anhand der Analyse von Oberflachenmarkern auf RD-IL15 sekretierenden CAR-NK-92 Zellen nicht
festgestellt (Bodden et al., 2023; Kiefer et al., 2024). Unterschiedliche Parameter konnen auf einen
dysfunktionalen Phanotyp von NK-Zellen hindeuten, so zum Beispiel eine reduzierte IFN-y,
Granzym B oder TNFa Expression (Judge et al., 2020) sowie eine verdanderte Oberflachenexpression
von aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren und Liganden. Fur die Charakterisierung eines
moglicherweise durch RD-IL15 vermittelten erschopften Phanotyps wurde dabei unter anderem die
Expression von NKp30 und NKG2D/NKAR (aktivierend) sowie TIGIT (inhibierend) Uberprift. Dabei
wurden keine signifikanten Unterschiede in den Expressionsniveaus zwischen NKAR-NK-92 und
NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen festgestellt (Kiefer et al., 2024). Auch in weiteren Versuchen der Arbeits-
gruppe, in denen RD-IL15 sekretierende GD2-spezifische CAR-NK-92 Zellen zuséatzlich vor der Analyse
mit der MHC-I negativen Zielzelllinie K562 oder GD2-positiven Lymphomzellen koinkubiert wurden,
wurde keine gesteigerte Expression von inhibierenden Oberflachenrezeptoren und Liganden beo-
bachtet (Bodden et al., 2023). Interessanterweise wurde in beiden Fallen dagegen eine signifikant
niedrigere Oberfldchenexpression des inhibitorischen Molekils NKG2A auf RD-IL15 sekretierenden
Zellen nachgewiesen. Auch zeigten NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen eine mit NKAR-NK-92 Zellen ver-

gleichbare natlrliche und CAR-vermittelte Zytotoxizitat gegeniber unterschiedlichen Tumor-Zell-
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linien in An- oder Abwesenheit von NKAB-Molekilen, was ebenfalls gegen einen erschdpften Phano-

typ ausgeldst durch die Stimulierung mit RD-IL15 spricht (Abbildung 4.4; A und B, Abbildung 4.13; B).

IL-15 hat als proinflammatorisches Zytokin einen nachweislichen Effekt auf die Proliferation und das
Uberleben von CD8* T-, NKT-, y8T- und NK-Zellen (Becknell & Caligiuri, 2005; Lodolce et al., 2002).
Daneben wurde aber auch in in vitro Versuchen ein wachstumsfordernder Einfluss auf IL-15
Rezeptor-exprimierende maligne Zellen, bspw. Leukdmie- und Myelom-Zellen, festgestellt (Tinhofer
et al., 2000; Yamada et al., 1998). Ahnliche Erkenntnisse wurden in in vivo Studien gewonnen, in
denen unter anderem rekombinantes, humanes IL-15 die Proliferation humaner Melanomzellen stei-
gerte oder die Uberexpression von |6slichem, murinem IL-15 die Entstehung einer fatalen lymphati-
schen Leukamie forderte (Barzegar et al., 1998; Fehniger et al., 2001). Solche schwerwiegenden
Effekte wurden beim Einsatz von IL-15 oder N-803 im Menschen allerdings bisher nicht beobachtet.
Jedoch flhrte der IL-15-Superagonist N-803 bei kontinuierlicher systemischer Gabe in Kombination
mit einer allogenen NK-Zell Transplantation zu einer Aktivierung von CD8" Empfanger-T-Zellen, die
die AbstoRung der Spender-NK-Zellen begiinstigte (Berrien-Elliott et al., 2022). Der in dieser Arbeit
verfolgte Ansatz der Koexpression von NKAR und RD-IL15 bietet im Gegensatz zur systemischen Gabe
von IL-15 oder einem IL-15 Superagonisten den Vorteil, dass RD-IL15 durch NKAR-NK-92 Zellen nur
lokal begrenzt und wahrscheinlich in vergleichsweise geringer Menge sekretiert wird, sodass das
Risiko einer Uberstimulierung unterschiedlicher Immunzellen deutlich reduziert ist. Des Weiteren
werden NK-92 Zellen in klinischen Studien zur Vermeidung von sekundadren Lymphomen bestrahlt,
wodurch ihre Proliferation gehemmt und ihre Zytotoxizitat und Zytokinsekretion zeitlich begrenzt ist
(Maki et al., 2004; Navarrete-Galvan et al., 2022). Unsere Gruppe zeigte in einer friiheren Arbeit,
dass die Zahl an lebensfahigen ErbB2-spezifischen CAR-NK-92 Zellen (NK-92/5.28.z) nach einer
Bestrahlung mit 10 Gy schrittweise abnahm und diese nach 5 Tagen nicht mehr nachweisbar waren
(Schonfeld et al., 2015). Auch bei dem Einsatz bestrahlter NK-92/5.28.z Zellen in der CAR2BRAIN
Phase | Studie wurden keine Hinweise auf eine Langzeitpersistenz der CAR-NK-92 Zellen festgestellt
(Burger et al., 2023). Da auch NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen bei einem klinischen Einsatz bestrahlt
werden mussten und somit in ihrer Persistenz begrenzt waren, lieBen sich mogliche RD-IL15

vermittelte Nebenwirkungen durch Aussetzen der Therapie wohl rasch kontrollieren.

Neben vielversprechenden Ergebnissen in praklinischen Mausmodellen zur Behandlung von
primaren und metastasierenden Krebserkrankungen, in denen durch die Gabe von IL-15 eine er-
héhte antitumorale Aktivitdt von NK-Zellen ausgeldst und ein verlangertes Uberleben erzielt werden
konnte (Gillgrass et al., 2014; Gillgrass et al., 2015; Kobayashi et al., 2005; Zhang et al., 2009), wurden
auch in einer klinischen Phase I/Il Studie (NCT03056339) durch die Koexpression von IL-15 in
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primaren CAR-NK Zellen beeindruckende Therapieerfolge erzielt. Dabei fliihrte die Behandlung CD19-
positiver B-Zell-Malignitdten mit IL-15 sekretierenden CD19-spezifischen CAR-NK Zellen zu hohen
Ansprechraten und vollstandigen Remissionen, wahrend keine IL-15-bedingten schwerwiegenden
Nebenwirkungen verzeichnet wurden. Interessanterweise konnten CAR-exprimierende NK-Zellen bis
zu einem Jahr nach der Behandlung in Uberlebenden Patienten nachgewiesen werden, was sich
wahrscheinlich vor allem auf das von den transplantierten NK-Zellen produzierte IL-15 zurlckflhren

ldsst (E. Liu et al., 2020; Marin et al., 2024).

5.3.6 Parakrine Wirkung von RD-IL15 auf benachbarte Immunzellen

Aus vorangegangenen Arbeiten unserer Gruppe ist bereits bekannt, dass NK-92 Zellen nicht nur eine
direkte zytolytische Aktivitdt gegenliber Tumorzellen aufweisen, sondern durch die Sekretion von
Zytokinen auch immunmodulatorische Effektorfunktionen ausiiben und damit eine endogene
Immunantwort gegen Tumoren auslésen oder unterstitzen kénnen (Zhang et al., 2016). Folglich
kdnnten auch IL-15-exprimierende NK-92 Zellen die anti-Tumor Aktivitdat umliegender Immunzellen
weiter fordern. Um zu Uberpriifen, ob sekretiertes RD-IL15 neben der autokrinen Stimulation auch
einen Einfluss auf benachbarte Immunzellen hat, wurden Transwell-Assays durchgefihrt, in denen
primare humane Lymphozyten getrennt durch eine Membran mit NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen ko-
kultiviert wurden. Dabei wurde der Effekt von sekretiertem RD-IL15 sowohl auf das proliferative

Potenzial von CD8-positiven T-Zellen als auch die Zytotoxizitdat von PBMCs untersucht.

FUr den Transwell-basierten Zytotoxizitatsassay wurden PBMCs eines gesunden Spenders isoliert
und ohne direkten Zell-Zell-Kontakt mit NKAR-RD-1L15-NK-92 oder NKAR-NK-92 Zellen kultiviert. An-
schliefend wurde die NK-Zell-sensitive Leukamie-Zelllinie K562 zu den stimulierten PBMCs gegeben
und die spezifische Lyse bestimmt. PBMCs, die in Anwesenheit von RD-IL15 sekretierenden NKAR-
NK-92 Zellen kultiviert wurden, zeigten dabei im Vergleich zu unstimulierten Zellen und mit NKAR-
NK-92 inkubierten PBMCs eine signifikant gesteigerte Zytotoxizitdt gegeniiber K562 Zellen. Zwischen
RD-IL15 und mit rekombinantem IL-15 stimulierten PBMCs wurde hingegen kein signifikanter
Unterschied beobachtet (Abbildung 4.9; B). Diese Ergebnisse zeigen, dass von NKAR-RD-IL15-NK-92
Zellen sekretiertes RD-IL15 in der Lage ist, PBMCs in parakriner Weise zu stimulieren und ihre
Effektorfunktionen zu verstarken. Dabei lasst sich die Lyse der Tumorzellen vor allem auf primére
NK-Zellen innerhalb der PBMCs zuruckfihren, welche durch die Abwesenheit von MHC-Klasse-I
Molekilen auf der Oberflache von K562 Zellen entsprechend der Missing self-Hypothese aktiviert

werden.
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In einer gemischten Lymphozytenreaktion (GLR) wurde der Effekt von sekretiertem RD-IL15 auf die
Proliferation von CD8-positiven T-Zellen analysiert. Dazu wurden PBMCs zweier gesunder Spender
isoliert. Effektorzellen wurden fiir die Nachverfolgung ihrer Proliferation mit CFSE gefarbt, wahrend
Stimulatorzellen nach einer CD3-Depletion bestrahlt wurden. Anschlielend wurden die Zellen ge-
mischt, in Transwelleinsdtze ausgesat und mit NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen flr 7 Tage kokultiviert
(Abbildung 4.10; A). Als Kontrollen dienten unstimulierte PBMCs, PBMCs kultiviert mit NKAR-NK-92
Zellen oder rekombinantem IL-15, und entsprechende Ansdtze mit Stimulatorzellen. Sowohl un-
stimulierte und durch allogene Zellen stimulierte, als auch mit NKAR-NK-92 Zellen kokultivierte CD8-
positive T-Zellen proliferierten kaum. Durch die Sekretion von RD-IL15 durch NKAR-RD-1L15-NK-92
Zellen stieg der prozentuale Anteil proliferierender CD8* T-Zellen gegentber der Kokultur mit NKAR-
NK-92 Zellen signifikant an. Auch wenn dieser Effekt durch die Anwesenheit von allogenen Stimula-
torzellen zusatzlich verstarkt wurde, machen diese Beobachtungen dennoch deutlich, dass die Pro-
liferation von CD8-positiven T-Zellen durch sekretiertes RD-IL15, selbst in Abwesenheit eines durch
Stimulatorzellen vermittelten weiteren Aktivierungssignals, positiv beeinflusst wird. Zwischen CD8-
positiven T-Zellen, welche in Anwesenheit von allogenen Zellen zusammen mit rekombinantem IL-15
oder mit von NK-Zellen sekretierten l6slichen Faktoren stimuliert wurden, wurde dagegen kein signi-

fikanter Unterschied hinsichtlich ihrer Proliferation festgestellt (Abbildung 4.10; B).

Die in den Transwell-basierten Assays gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass RD-IL15 von NKAR-RD-
IL15-NK-92 Zellen in ausreichenden Mengen sezerniert wurde, um neben der autokrinen Stimulation
auch benachbarte primadre Lymphozyten zu aktivieren. Dies kdnnte eine verstarkte immunmodu-
latorische Aktivitat der NK-92 Zellen auf endogene Immunzellen im Tumormikromilieu bewirken. In
einem praklinischen immunkompetenten Mausmodell wurde bei der Behandlung von GL261/ErbB2
Glioblastomen durch die mehrmalige intrakranielle Applikation von ErbB2-spezifischen CAR-NK-92
Zellen (NK-92/5.28.z) ohne ektopische RD-IL15 Expression neben einer initialen TumorabstoBung
bereits in finf von acht Mause ein langanhaltender Effekt auf das endogene Immunsystem beobach-
tet (Zhang et al., 2016). Obwohl CAR-NK-92 Zellen in immunkompetenten Mausen rasch abgestolRen
werden, entwickelten die geheilten Mause bei einem Rechallenge mit GL261/ErbB2 Zellen an Tag
126 keine neuen Tumoren. Darlber hinaus wurden in dem Serum der Mause |gG-Molekile mit
Reaktivitat gegentiber GL161/ErbB2 sowie GL261 Zellen nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass
sich die durch die Behandlung induzierte endogene Immunantwort nicht nur auf das CAR-spezifische
Antigen begrenzt, sondern sich generell gegen die Glioblastomzellen richtet. Ein zweiter Rechallenge
von Mausen, bei denen zuvor CD4* und CD8* T-Zellen depletiert wurden, fihrte dagegen zum
Anwachsen neuer Tumoren. Dies weist darauf hin, dass die durch die Behandlung mit NK-92/5.28.z

ausgeloste Immunitat nicht nur durch Antikorper, sondern auch durch T-Gedachtniszellen vermittelt
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wird. Auch die Behandlung mit NKAR-NK-92 Zellen und NKAB-ErbB2 fihrte im syngenen Mausmodell
mit subkutan wachsenden Glioblastomen zur Induktion einer endogenen anti-Tumor Immunantwort
mit nachweisbaren Konzentrationen an GL261/ErbB2- und GL261-reaktiven IgG-Molekdilen (C. Zhang
etal, 2021). Diese Effekte konnten durch RD-IL15 weiter verstarkt werden. IL-15 nimmt neben seiner
Wirkung auf die Expansion von zytotoxischen T-Effektorzellen auch Einfluss auf die Proliferation und
das Uberleben von CD8* T-Gedéachtniszellen, wie in IL-157" und IL-15Ra”” knock-out Mausen gezeigt
(Becker et al., 2002; Goldrath et al., 2002; Nolz & Richer, 2020; Schluns et al., 2002; Tan et al., 2002).
DarUber hinaus fihrte die Stimulation von CD8-positiven Gedéachtniszellen durch IL-15 oder eine
TCR-Aktivierung in vitro zu vergleichbaren Effekten auf die Proliferation, Genexpression und Syn-
these von Effektormolekilen wie IFN-y, Granzym B und Perforin (Liu et al., 2002). Eine gesteigerte
Zytotoxizitat und erhohte Expression von Perforin und Granzym B nach IL-15 Stimulation wurde
zudem in Gewebe-residenten T-Gedachtniszellen gezeigt (Cheuk et al., 2017). Beruhend auf diesen
Erkenntnissen und der nachgewiesenen Wirkung von RD-IL15 auf CD8-positive T-Zellen kdnnte das
Einbringen von RD-IL15 sekretierenden NKAR-NK-92 Zellen vor allem bei einer mehrmaligen Applika-
tion der Zellen eine langanhaltende nachfolgende Immunantwort férdern und die Eliminierung von
Tumorzellen durch T-Zellen unterstitzen. Zudem wurde in einem praklinischen Mausmodell eine
gesteigerte NKG2D-Expression nach Behandlung mit IL-15 beobachtet (Zhang et al., 2018). Ahnliche
durch sekretiertes RD-IL15 vermittelte Effekte in Patienten kdnnten die Rekrutierung und Aktivie-

rung endogener NK-Zellen durch bispezifische NKAB-Antikorper fordern.

5.4 Das NKAB/NKAR-System als modularer immuntherapeutischer Ansatz

Ein Problem bei der Behandlung von Krebserkrankungen mit zielgerichteten Immuntherapien stellt
die mogliche Heterogenitat der Expression geeigneter Tumor-assoziierter Antigene im Tumorge-
webe dar. So kann ein therapeutischer Ansatz, der lediglich ein bestimmtes Antigen zum Ziel hat, in
diesem Fall nicht alle Zellen eines Tumors eliminieren. Dariber hinaus beglinstigt ein fortwdhrender
therapiebedingter Selektionsdruck das Auswachsen von Zellen, die das urspringlich exprimierte Ziel-
antigen verloren haben. Dies verhindert eine effektive Kontrolle des Tumorwachstums (El-Sayes et
al., 2021). Um auf diese Aspekte reagieren zu kbnnen und die Therapie gegebenenfalls patienten-
spezifisch anzupassen, wurde der experimentelle Kombinationsansatz aus NKAR-exprimierenden
Effektorzellen und in ihrer Struktur flexiblen NKAB-Molekilen entwickelt. Inwiefern sich dieses

Konzept tatsachlich als modulares System erweist, wurde in dieser Arbeit ndher untersucht.
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5.4.1 NKAB-EGFR

Dazu wurde der bereits erprobte Ansatz aus NKAB-ErbB2 und NKG2D-CAR-exprimierenden NK-Zellen
um weitere NKAB-Molekile mit zusatzlichen Spezifitaten wie beispielsweise EGFR erweitert. Fur die
Generierung eines entsprechenden bispezifischen Antikdrpers wurde die ErbB2-spezfische scFv-
Domédne des etablierten NKAB-ErbB2 rev Moleklls durch das von Cetuximab abgeleitete EGFR-
spezifische Antikorperfragment scFv(225) ersetzt (Abbildung 4.21) (GenRler et al., 2016). Dieses
bindet an die Ektodomane IIl des EGF-Rezeptors und erkennt daher neben EGFR auch die mutierte
Variante EGFRvIII (Hartmann et al., 2010; S. Li et al., 2005; Wels et al., 1995). Cetuximab ist ein
monoklonaler Antikdrper, der fir die Behandlung von metastasierenden kolorektalen Karzinomen
und Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich als Monotherapie oder in Kombination mit
Chemo- oder Strahlentherapie zugelassen ist (Chidharla et al., 2023). Bereits in friheren Arbeiten
unserer Gruppe wurde gezeigt, dass NK-92-Zellen, die ein von Cetuximab-abgeleitetes CAR-Molekil
exprimierten (NK-92/225.28.z), eine hohe zytotoxische Aktivitat gegen EGFR-positive Gliomzellen
aufweisen (GenRler et al., 2016). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine selektive Zytotoxizitat
auch durch das EGFR-spezifische NKAB-Molekil und NKG2D-exprimierende Effektorzellen vermittelt
werden kann. Zunachst wurde die duale Spezifitdit von NKAB-EGFR durch die Bindung an
NKAR/NKG2D-exprimierende NK-92 Zellen und EGFR-positive Glioblastom- und Mammakarzinom-
zellen bestatigt. Die EGFR-negative Zielzelllinie K562 wurde hingegen nicht von NKAB-EGFR Mole-
kilen gebunden (Abbildung 4.22). Wie zuvor fiir NKAB-ErbB2 gezeigt, konnte auch durch den Einsatz
von NKAB-EGFR die Aktivitat von NKAR-NK-92 Zellen gegenliber Antigen-positiven Tumorzellen
gesteigert werden (Abbildung 4.23). Darlber hinaus wurde mittels Zeitraffer-Mikroskopie der Effekt
von NKAB-EGFR auf primare Lymphozyten und deren Aktivitat gegenliber EGFR-positiven MDA-
MB468 Zellen untersucht (Abbildung 4.26). Bereits zu Beginn des Versuches waren erste Zell-
kontakte zwischen NKAB-bedeckten Zielzellen und primaren NK-Zellen zu erkennen, die dann in der
Lyse der Zielzellen resultierten. Eine durch T-Zellen vermittelte Eliminierung von Tumorzellen wurde
in diesem Versuch nicht beobachtet, was sich vermutlich auf die Kultivierungsbedingungen zurlck-
fUhren lasst. Isolierte PBMCs wurden in Medium supplementiert mit IL-2 und IL-15 kultiviert. Obwohl
beide Zytokine auch einen Einfluss auf T-Zellen haben, fehlte in diesem Fall die normalerweise fir
die ex vivo Expansion und initiale Aktivierung von T-Zellen eingesetzte Stimulierung mit CD3- und
CD28-spezifischen Antikdrpern (Sudarsanam et al., 2022). Dies konnte die ausbleibende Aktivitat
primarer T-Lymphozyten erkldren. In einem in vitro Zytotoxizitdtsassay konnten die in der mikros-
kopischen Analyse gewonnenen Erkenntnisse bestdtigt und quantifiziert werden. Auch hier fihrte
der Einsatz von NKAB-EGFR zu einer gesteigerten spezifischen Lyse von MDA-MB468 Zellen durch
primare NK-Zellen (Abbildung 4.27). Diese Ergebnisse zeigen die Fahigkeit von NKAB-EGFR, nicht nur
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die Zytotoxizitat von NKAR-exprimierenden NK-92 Zellen, sondern auch von NKG2D-positiven
primaren NK-Zellen zu vermitteln. Dies konnte in einer klinischen Situation von Vorteil sein. Des
Weiteren wurde in einem Degranulationsassay die Oberflachenexpression von CD107a auf NKAR-
NK-92 Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die Lipidschicht der lytischen Granula enthélt das
Membranprotein CD107a, welches nach der Fusion der Granula mit der Zellmembran auf der Ober-
flache nachweisbar ist. Dementsprechend korreliert die CD107a-Oberflachenexpression mit der
zytotoxischen Aktivitat der analysierten Zellen. Der hier durchgefiihrte Assay wurde mit NKAR-NK-92
Zellen und NKAB-EGFR in An- und Abwesenheit von EGFR-exprimierenden Mammakarzinomzellen
durchgefiihrt. Dabei wurde beobachtet, dass hohe Konzentrationen des NKAB-Molekiils in Abwesen-
heit von Zielzellen mit entsprechender Antigenexpression keine unspezifische Aktivierung von
Effektorzellen induzieren. Lediglich die Kreuzvernetzung von Ziel- und Effektorzellen durch NKAB-
Molekdle flhrte zur spezifischen Degranulation von NKAR-NK-92 Zellen (Abbildung 4.25), was einen

wichtigen Sicherheitsaspekt des Therapieansatzes darstellt.

Neben Genamplifikation und Uberexpression von EGFR treten in verschiedenen Krebsarten auch
weitere Gain of function-Mutationen des Rezeptors auf. Dabei ist die beim Glioblastom haufigste
EGFR-Mutante die konstitutiv aktive Variante EGFRvIII. Durch eine Tumor-spezifische Mutation sind
die Exons 2-7 deletiert, was den Verlust von 267 Aminosauren innerhalb der extrazellularen Doméane
und damit einhergehend, eine ausbleibende Ligandenbindung zur Folge hat (Gan et al., 2013).
Obwohl EGFRVIII konstitutiv aktiv ist, fallt die intrazellulare Signalweiterleitung im Vergleich zu der
von durch natdrliche Liganden aktiviertem EGFR deutlich schwacher aus. Jedoch reicht diese aus, um
entsprechenden Tumorzellen einen Wachstumsvorteil zu verleihen. Darlber hinaus zeigten ver-
schiedene Studien, dass die Internalisierung des aktivierten Rezeptors und/oder die Herunter-
regulierung der Rezeptorexpression durch die Konformationsdnderung von EGFRvIll im Gegensatz
zu EGFR ausbleibt (Hwang et al., 2011; Schmidt et al., 2003). EGFRVIII l&sst sich in 25-64% der
Glioblastome nachweisen, nicht jedoch in gesundem Gewebe. Dabei ist die Expression von EGFRvIII
mit einem signifikant verkiirzten Uberleben der Patienten assoziiert (Aldape et al., 2004; Heimberger
et al., 2005; Jose et al., 2020; Shinojima et al., 2003). Interessanterweise wurde zudem gezeigt, dass
in etwa 50% der Glioblastome mit amplifiziertem EGFR-Gen EGFRvIII koexprimiert wird (Hwang et
al., 2011; Shinojima et al., 2003; Wong et al., 1992). So kénnten Therapien, die sowohl auf das
Tumor-assoziierte Antigen EGFR und das Neoantigen EGFRvIII abzielen, einen Vorteil gegeniber
monospezifischen Ansatzen bieten. Dies wird gestltzt von den Ergebnissen einer klinischen Studie
zur Behandlung von Glioblastom-Patienten mit einem EGFRvlll-spezifischen Peptidvakzin. Dabei
zeigte sich, dass nachfolgend EGFRvlll-positive Tumorzell-Subpopulationen effektiv eliminiert

wurden. Jedoch traten anschlielRend Rezidive auf, die EGFRvlll-negativ waren, aber nach wie vor
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EGFR exprimierten (Sampson et al., 2010). Dies legt nahe, dass eine lediglich auf EGFRvIIl abzielende
Therapie das Auswachsen EGFRvllI-negativer Tumorzellvarianten fordert. Eine weitere, erst kirzlich
veroffentlichte frihe Phase | Studie (NCT05660369) zur Behandlung von Patienten mit einem wie-
derkehrenden Glioblastom zielte auf die gleichzeitige Erkennung von EGFR und EGFRvIII ab. Dabei
wurden sogenannte CARv3-TEAM-E T-Zellen intraventrikuldr in den Patienten appliziert (Choi et al.,
2024). Neben der Expression eines EGFRvlll-spezifischen CAR sekretieren diese Zellen ein T-cell-
engaging antibody molecule (TEAM) mit Spezifitat fir EGFR und CD3 (Choi et al., 2019). In den drei
behandelten Patienten wurde bereits nach einmaliger Gabe der CARv3-TEAM-E T-Zellen eine rapide
Tumorregression beobachtet, die bei einem der Patienten 150 Tage nach der Applikation noch
immer anhielt. In zwei Patienten war das Therapieansprechen allerdings nicht von Dauer, mit
Zeichen eines Rezidivs 2-4 Wochen nach der Behandlung (Choi et al., 2024). Auch die zuvor einge-
fihrten, in unserer Arbeitsgruppe generierten, dualspezifischen CAR-NK-Zellen (NK-92/225.28.z)
zeigten in einem orthotopen Xenograftmodell im Vergleich zu monospezifischen CARs, die entweder
eine Spezifitdt nur fur EGFR (NK-92/R1.28.z) oder EGFRvIII (NK-92/MR1-1.28.z) aufwiesen, eine
deutlich gesteigerte anti-Tumor Antwort gegenliber einer gemischten Tumorpopulation aus EGFR-
und EGFRvllI-exprimierenden LNT-229 Glioblastomzellen, welches sich in einem verlangerten Uber-

leben der entsprechenden Tiere dulRerte (GenRler et al., 2016).

Durch den Einsatz des scFv-Antikorperfragments 225 wies auch das NKAB-EGFR Molekll wie er-
wartet eine Spezifitdt fir EGFR und EGFRvIII auf. Dies wurde in Versuchen mit murinen Glioblastom-
zellen (GL261), die jeweils einen der beiden Rezeptoren nach lentiviralem Gentransfer stabil
exprimierten, bestatigt (Abbildung 4.28). Jedoch waren Unterschiede im Ausmal} der spezifischen
Lyse der Zielzellen erkennbar. GL261/EGFR Zellen wurden dabei im Vergleich zu GL261/EGFRvIII
Zellen in einem hoheren MaR lysiert. AuRerdem wurde die durch NKAR-NK-92 Zellen vermittelte Lyse
von GL261/EGFR Zellen bereits bei niedrigeren NKAB-EGFR Konzentrationen erreicht (Abbildung
4.29, Abbildung 4.30). Eine mogliche Erklarung fur die Unterschiede in der Sensitivitdt der GL261
Varianten gegeniber der NKAB-vermittelten Zytotoxizitdt von NKAR-NK-92 Zellen ist das unter-
schiedliche Expressionsniveau von EGFR und EGFRvIII, welches sich auch in Bindungsassays mit
NKAB-EGFR zeigte (Abbildung 4.28). Obwohl EGFRvIlI-exprimierende GL261 Zellen im Vergleich zu
GL261/EGFR Zellen in einem geringeren Malk eliminiert wurden, wurde dennoch auch hier eine
signifikant gesteigerte Lyse mit dem Kombinationsansatz aus NKAB-EGFR und NKAR-NK-92 Derivaten
erzielt. Dies erscheint wichtig, da sich EGFRvlll-positive Tumorzellen gegenlber anderen Behand-
lungsansatzen wie einer Chemotherapie, Bestrahlung oder Therapie mit Cetuximab als weitest-
gehend resistent erwiesen haben (Cavenee, 2002; Fukai et al., 2008; Heimberger et al., 2005; Jutten

et al., 2009; Schmidt et al., 2003; Sok et al., 2006). Darilber hinaus stellt ein gleichzeitig gegen EGFR
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und EGFRVIII gerichteter Ansatz, wie zuvor fir die dualspezifischen NK-92/225.28.z CAR-NK-Zellen
beschrieben, eine vielversprechende Moglichkeit dar, um das Auswachsen von EGFR- oder EGFRvIII-
negativen Tumorpopulation aufgrund der therapiebedingten Selektion zu verhindern. Dies ist fiir die
hier beschriebene Kombinationstherapie aus NKAB-EGFR und NKAR-exprimierenden Zellen aller-
dings noch in weiterfiihrenden in vivo Experimenten zu prifen. Hinsichtlich des Sicherheitsprofils
einer auf EGFR abzielenden Therapie wurden in klinischen Studien mit EGFR-spezifischen CAR-T-
Zellen, trotz EGFR-Expression im gesunden Gewebe (Uhlén et al., 2015), nur milde bis moderate on-
Target/off-Tumor Effekte beobachtet (Feng et al., 2017; Guo et al., 2018; Y. Liu et al., 2020). Auch
EGFRvlll-spezifische CAR-T-Zellen wurden bereits in klinischen Studien zur Behandlung von
Glioblastompatienten erprobt (Goff et al., 2019; O’Rourke et al., 2017). Die Infusion von anti-EGFRvII
CAR-T-Zellen zusammen mit intravendser IL-2 Gabe resultierte dabei in zwei Patienten in einer
schweren Hypoxie. Einer der beiden Patienten verstarb aufgrund der Nebenwirkungen (Goff et al.,
2019). Im Gegensatz dazu erwies sich die Applikation EGFRvllI-spezifischer CAR-T-Zellen in einer
weiteren Studie zur Behandlung von Patienten mit einem Glioblastom als gut vertraglich und sicher,
ohne Hinweise auf eine off-Tumor Toxizitat oder ein CRS (O’Rourke et al., 2017). Die hier beobachte-
ten Nebenwirkungen lassen sich zum Teil auf die klonale Expansion und Persistenz der T-Zellen
zuriickfihren. Im Gegensatz dazu ist die Halbwertszeit der NKAB-Molekile deutlich kirzer, sodass
bei durch Beendigung der Infusion dauerhafte Nebenwirkungen voraussichtlich vermieden werden
konnen. Fatale Effekte wie in der zuvor beschriebenen Studie mit EGFRvIII-CAR-T-Zellen sind bei dem

Einsatz von NKAB-EGFR daher nicht zu erwarten.

Durch den Einsatz von stabil EGFR, EGFRvIII und/oder ErbB2 exprimierenden murinen Glioblastom-
zellen als Modell fiir NKG2D-L negative Zellen wurde deutlich, dass NKAR-NK-92 Derivate in der Lage
sind, Tumorzellen trotz fehlender Ligandenexpression in Gegenwart eines geeigneten NKAB-
Molekdils zu eliminieren (Abbildung 4.29, Abbildung 4.30). Dies kdnnte in einer klinischen Situation
von Vorteil sein, in der Krebszellen der NKG2D-vermittelten Immuntberwachung durch proteo-
lytische Abspaltung und/oder Herunterregulierung von NKG2D-L entgehen (Groh et al., 2002;
Ibafiez-Navarro et al., 2023; Paczulla et al., 2019; Salih et al., 2002). Dartber hinaus kénnen NKAR-
NK-92 Zellen NKG2D-L positive Tumorzellen, hier fiir MDA-MB468 gezeigt, auch ohne Mitwirken
eines passenden NKAB-Molekils erkennen und eliminieren (Abbildung 4.4). Antigen-exprimierende
und gleichzeitig NKG2D-L positive Tumorzellen weisen somit zwei mogliche Zielstrukturen fur den
hier beschriebenen Kombinationsansatz aus NKAB-Molekilen und NKAR-NK-92 Derivaten auf.
Immuntherapien basierend auf bispezifischen Antikorpern zeichnen sich durch eine hohe Flexibilitat
aus und ermdglichen den patientenspezifischen Einsatz von Antikorpermolekilen. Daher wurde in

dieser Arbeit auch der therapeutische Effekt einer Kombinationstherapie mit unterschiedlichen
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NKABs (hier: NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR) auf nachgebildete Tumoren mit heterogener Antigen-

expression untersucht.

5.4.2 Kombinationstherapie mit NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR

ErbB2 und EGFR gehdren beide der Familie der ErbB-Rezeptor-Tyrosinkinasen an, welche nach Akti-
vierung zellulare Prozesse wie die Proliferation und Differenzierung stimulieren. Eine Uberexpression
oder Dysregulation fordert daher die Entwicklung von Tumorerkrankungen, wobei ErbB2 und EGFR
vor allem bei Brustkrebs hdufig gemeinsam auftreten (Hsu & Hung, 2016; Park et al., 2010). Beispiels-
weise wurde in immunhistochemischen Untersuchungen von insgesamt 48 Biopsien ErbB2-positiver
Mammakarzinome in einem Drittel der Proben eine Koexpression von EGFR nachgewiesen. Zudem
wurde in diesen Patientinnen (12/15) im Vergleich zu Patientinnen mit einem triple-negativen (7/14)
oder nur ErbB2-positiven (6/19) Mammakarzinom ein erhohtes Vorkommen an Metastasen in den
Lymphknoten detektiert (Henjes et al., 2012). In einer weiteren Studie wurde auRerdem gezeigt,
dass Uberexprimiertes ErbB2 eine Rolle bei der Entwicklung von Resistenzen gegenliber EGFR-
spezifischen Antikdrpern in Patienten mit einem kolorektalen Karzinom spielt (Yonesaka et al., 2011).
Ahnliche Beobachtungen wurden in Untersuchungen mit Glioblastom-Stammzellen gemacht, in
denen die Inhibition des EGFR-Signalweges durch Cetuximab oder die Reduktion von EGF im
Kulturmedium durch die Aktivierung von ErbB2 und ErbB3 kompensiert wurde (Clark et al., 2012). Es
wird auch vermutet, dass eine erhdhte EGFR-Expression die Resistenzbildung gegeniber ErbB2-
spezifischen Therapien beglnstigt (Dua et al., 2010). Diese Beobachtungen lassen darauf schlielien,
dass eine gleichzeitig auf ErbB2 und EGFR abzielende Therapie bei bestimmten Tumorentitdten von
Bedeutung sein konnte. So wurde in einer in vitro Studie gezeigt, dass der Einsatz von zwei ErbB2-
spezifischen Antikérpern (Trastuzumab und Pertuzumab) zusammen mit Erlotinib, einem selektiven
Inhibitor der Tyrosinkinase-Domane des EGF-Rezeptors, im Vergleich zu einer Monotherapie zu einer

verminderten Vitalitdt von EGFR-high/ErbB2-positiven Brustkrebszellen fihrte (Henjes et al., 2012).

Inwiefern auch eine Kombination von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR Vorteile bei der Eliminierung von
doppelt-positiven Tumorzellen aufweist, wurde zunachst mit genetisch modifizierten GL261 Zellen
Uberprift, die sowohl humanes ErbB2 als auch EGFR bzw. EGFRvIII exprimierten. Dabei wurden
doppelt-positive GL261 Zellen bereits in Anwesenheit eines einzelnen NKAB-Molekils effektiv von
NKAR-NK-92 Derivaten eliminiert, ohne additiven Effekt der Kombination von zwei NKABs (Abbildung
4.32, Abbildung 4.34). Dies lasst sich auf die in diesem Experiment eingesetzten Konzentrationen der
einzelnen NKAB-Molekile zurlckfihren. Diese reichten bereits aus, um die maximal mogliche Lyse

der Zielzellen zu erreichen, wie in Zytotoxizitdtsassays mit GL261/EGFR (Abbildung 4.29) oder
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GL261/EGFRvIII (Abbildung 4.30) Zellen bei steigenden NKAB-EGFR Konzentrationen gezeigt. Um
einen moglichen additiven Effekt der Kombination von NKABs gegenliber doppelt-positiven GL261
Zellen in in vitro Assays nachzuweisen, konnten in zuklnftigen Untersuchungen geringere Mengen

der jeweiligen NKAB-Molekile eingesetzt werden.

Als klinisch voraussichtlich relevantere Situation wurde nachfolgend durch das Mischen von
Gliomzellen mit unterschiedlicher Antigenexpression die Heterogenitdt von soliden Tumorer-
krankungen nachgebildet. AnschlieBend wurde untersucht, ob die Kombination unterschiedlicher
NKAB-Molekile einen der Monotherapie Uberlegenen Therapieeffekt aufweist. Daflir wurden
genetisch modifizierte ErbB2- und EGFR- oder EGFRvlll-exprimierende GL261 Zellen mit unterschied-
lichen Fluoreszenz-Markern gefarbt, welche nachfolgend eine Diskriminierung und Vitalitdtsbe-
stimmung der individuellen Zellderivate in durchflusszytometrischen Analysen erméglichten. In An-
wesenheit von NKAB-EGFR und NKAB-ErbB2 wurden die Mischkulturen von GL261/EGFR- und
GL261/ErbB2 Zellen von NKAR-NK-92 Derivaten effektiv lysiert, wohingegen NKAB-EGFR und NKAB-
ErbB2 allein lediglich die Abtotung der jeweiligen, das respektive Antigen exprimierenden Zielzell-
subpopulation vermittelten. Damit wurde durch die Kombination der beiden Molekile tatsachlich
ein im Vergleich zur Monotherapie additiver Effekt bezlglich der Eliminierung der Mischkultur durch
NKAR-NK-92 Derivate erzielt (Abbildung 4.33). Auch im Fall von Kokulturen aus GL261/EGFRvIIl und
GL261/ErbB2 Zellen wurde durch den Einsatz von zwei NKAB-Molekilen und NKG2D-CAR exprimie-
renden NK-92 Zellen eine signifikante Steigerung der spezifischen Lyse erzielt. Jedoch war diese bei
GL261/EGFRvIII Zellen im Vergleich zu GL261/EGFR Zellen erneut geringer (Vgl. Abbildung 4.33), und
die Kombination beider NKAB-Molekile resultierte nicht in einem deutlichen additiven Effekt
(Abbildung 4.35). Dies entspricht der zuvor gemachten Beobachtung einer reduzierten Aktivitat von
NKAR-exprimierenden Effektorzellen gegenliber EGFRvlll-exprimierenden GL261 Zellen in
Gegenwart von NKAB-EGFR, die sich vermutlich auf das geringere Expressionsniveau von EGFRvIII im
Vergleich zu EGFR zurickfluhren ldsst (Abbildung 4.28, Abbildung 4.30). Eine weitere Erkldrung
kdnnte eine unterschiedliche Affinitat von NKAB-EGFR fir EGFR und EGFRvIIl sein. Durch die
Diskriminierung von GL261/ErbB2 und GL261/EGFR oder GL261/EGFRvIIl in den Mischkulturen
wurde deutlich, dass in der Anwesenheit eines NKAB-Molekils (NKAB-ErbB2 oder NKAB-EGFR) nur
Zellen mit der entsprechenden Antigenexpression lysiert wurden, wahrend Tumorzellen, welche
negativ flr das respektive Antigen waren, trotz ihrer Nahe zu Antigen-positiven Tumorzellen unbe-
ruhrt blieben. Dies unterstreicht die hohe Spezifitat des NKAB/NKAR-Ansatzes und bekraftigt dessen

Potenzial flir eine personalisierte Krebstherapie.
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5.4.3 Ableitung von NKAB-CD19 und NKAB-CD20 zur Behandlung von B-Zell-Malignomen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Behandlungsansatzes fiir hdmatologische
Malignitaten der B-Zell-Linie. Sowohl CD19 als auch CD20 werden abhangig vom Differenzierungs-
grad auf der Oberflaiche von gesunden und malignen B-Zellen exprimiert und bereits als Ziel-
strukturen in unterschiedlichen Krebsimmuntherapien eingesetzt. Neben derzeit vier von der FDA
und EMA zugelassenen CD19-spezifischen CAR-Produkten fir die Behandlung hdmatologischer
Tumorerkrankungen wird CD19 auch als Zielantigen fir bispezifische Antikorper genutzt, die wie im
Fall des fur die Behandlung von B-ALL durch die FDA und EMA klinisch zugelassenen Antikorpers
Blinatumomab neben CD19 auf Lymphom- und Leukamiezellen, CD3 auf T-Zellen binden (Benjamin
& Stein, 2016). Auch eine kirzlich durchgefihrte klinische Phase /1l Studie (NCT03056339) mit
primaren CD19-spezifischen CAR-NK-Zellen zeigte vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung
von Patienten mit rezidivierenden oder refraktaren B-Zell-Lymphomen oder Leukdmien. Neben einer
Gesamtansprechrate von 48,6% 100 Tage nach der Verabreichung, lag das Gesamtilberleben der
Patienten nach einem Jahr bei 68%, wobei die Erkrankung bei 32% der Patienten nicht weiter
fortgeschritten war (Marin et al., 2024). Das B-Lymphozyten-Antigen CD20 ist bei 90% der B-Zell-
Lymphome exprimiert (Casan et al., 2018; Tan Su Yin et al., 2022). Neben Rituximab, dem erstmals
flr die Therapie von Krebserkrankungen zugelassenen CD20-spezifischen monoklonalen Antikorper,
wurden bereits eine Reihe von CD20-spezifischen CAR-T-Zellen zur Behandlung von B-Zell-
Leukdmien und -Lymphomen erfolgreich in klinischen Studien erprobt (Liang et al., 2021; Till et al,,

2008, 2012; Zhang et al., 2016).

Aufgrund der nachgewiesenen Eignung von CD19 und CD20 als Zielantigene fir B-Zell-Lymphome
und Leukamien wurden fir die Untersuchung des experimentellen Ansatzes aus NKAR-NK-92 Zellen
und NKAB-Molekilen zur Behandlung von B-Zell-Malignomen in dieser Arbeit CD19- und CD20-
spezifische NKAB-Molekile generiert. Alle derzeit klinisch zugelassenen CD19-spezifischen CAR-T-
Zellprodukte nutzen als Zellerkennungsdoméne den Antikdrper FMC63 (Seigner et al., 2023). Auch
in vorherigen Arbeiten unserer Gruppe wurden anti-CD19 CAR-NK-92 Zellen (NK-92/63.28.z)
basierend auf diesem Antikorper generiert (Oelsner et al., 2017). Dabei waren die erzeugten Zellen
in der Lage, CD19-exprimierende Lymphom- und Leukdmiezellen im Vergleich zu parentalen NK-92
effizient zu beseitigen, und fihrten in einem Mausmodell zu einem verlangsamten Krankheitsverlauf
(Oelsner et al., 2017). Auch fir die Generierung CD19-spezifischer NKAB-Molekiile wurde hier
zunachst ein von dem monoklonalen Antikorper FMC63 abgeleitetes scFv-Antikdrperfragment ein-
gesetzt. Allerdings lielen sich FMC63-basierte NKAB-CD19 Molekile trotz Testung verschiedener

Protein-Designs nur in geringen Mengen exprimieren und flhrten zu einer Vielzahl an Degradations-
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produkten (Daten nicht gezeigt). In einer in vivo Studie, in der unterschiedliche scFv-
Antikorperfragmente fur die Entwicklung von CD19-CAR-T-Zellen analysiert wurden, zeigten CD19-
spezifische CAR-T-Zellen mit einem Antikdrperfragment abgeleitet von dem monoklonalen Anti-
korper 4G7 eine vergleichbare anti-Tumor Aktivitdt wie FMC63-CAR-T-Zellen (Kang et al., 2020).
Daher wurde 4G7 fir die Generierung eines alternativen NKAB-CD19 Molekils ausgewahlt
(Abbildung 4.36). Weiterhin wurde ein CD20-spezifisches NKAB-Molekil generiert, das von der
Bindungsdomaéne des Antikorpers Leul6 abgeleitet ist (Abbildung 4.40) (Mdller et al., 2008). Beide
NKAB-Molekile konnten in ausreichenden Mengen aus dem Kulturlberstand transient transfizierter
Expi293F Zellen gewonnen und nachfolgend in gereinigter Form fir funktionelle Analysen eingesetzt
werden (Abbildung 4.37, Abbildung 4.41). Ihre Bindung an NKAR/NKG2D-positive Effektorzellen und
Antigen-exprimierende Lymphom- und Leukdmiezellen, nicht aber an Antigen-negative Zellen,
bestatigte in durchflusszytometrischen Analysen ihre Spezifitdt (Abbildung 4.38, Abbildung 4.42).
Wie auch NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR waren die generierten CD19- und CD20-spezifischen NKAB-
Molekile in der Lage, in Zytotoxizitdsassays eine signifikant gesteigerte Lyse Antigen-positiver
Zielzellen durch parentale und NKAR-NK-92 Derivate zu vermitteln (Abbildung 4.39, Abbildung 4.43).
Wahrend bei steigender NKAB-Konzentration zundchst ein Anstieg in der spezifischen Lyse
beobachtet wurde, fihrten hohere Konzentrationen an NKAB-CD19 und NKAB-CD20 zu einem Abfall
der Lyse. Dies war zuvor auch bei NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR der Fall (Abbildung 4.13, Abbildung
4.23), und lasst sich vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass im Uberschuss vorliegende NKAB-
Molekule lediglich an Effektor- oder Zielzellen binden und somit eine produktive Quervernetzung
von Effektor- und Zielzellen blockiert wird. NKAB-CD19 und NKAB-CD20 interagierten auch mit
primdren NK-Zellen, wodurch Lymphomzellen (Raji) effektiv eliminiert wurden (Abbildung 4.46). In
Degranulationsassays mit l6slichen NKAB-Molekilen wurde zudem gezeigt, dass eine CD107a-
Exposition auf NK-Zellen lediglich in Anwesenheit von Tumorzellen erfolgt, nicht aber in deren
Abwesenheit (Abbildung 4.44). Dies verdeutlicht erneut, dass fir die Aktivierung von NK-Zellen mit
NKAB-Molekilen eine Kreuzvernetzung mit Antigen-positiven Tumorzellen notig ist und selbst hohe
NKAB-Konzentrationen in Losung keine ungerichtete Aktivierung von NK-Zellen induzieren. Durch
den Einsatz von NKAB-CD20 wurde eine im Gegensatz zu NKAB-CD19 gesteigerte Lyse von doppelt-
positiven Raji Zellen erzielt. Die Farbung der Lymphom-Zelllinie mit einem CD19- und CD20-
spezifischen Antikérper und anschlieRende Analyse am Durchflusszytometer deutet auf ein ge-
steigertes Expressionsniveau von CD20 im Vergleich zu CD19 hin (Daten nicht gezeigt), was den
beobachteten Unterschied in der NKAB-vermittelten Lyse von Raji Zellen durch NKAB-CD19 und
NKAB-CD20 erklaren kann. Auch ware es moglich, dass sich die CD19- und CD20-spezifischen NKAB-
Molekile in der Affinitat zu ihrem Zielantigen unterscheiden. Ein weiterer beachtenswerter Aspekt

ist der Einfluss der Lokalisation des jeweiligen Ziel-Epitops. In in vitro Versuchen mit Mesothelin-
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spezifischen Antikdrpern, die unterschiedliche Regionen des Glykoproteins binden, induzierten
Antikdrpermolekile mit einem Epitop nahe der Zellmembran im Vergleich zu Antikdrpern mit einem
weiter von der Zelloberflache entfernten Epitop eine gesteigerte ADCC (Hatterer et al., 2020). Auch
in einer in vitro Studie mit BiTE-Molekllen mit Spezifitat fir das haufig in humanen Melanomzellen
Uberexprimierte Oberflachenantigen MCSP (Melanoma chondroitin sulfate proteoglycan) und CD3
waren BiTEs, deren Epitop sich nah an der Zelloberfliche befand, effektiver darin, die T-Zell-
vermittelte Lyse von MCSP-exprimierenden Zelllinien zu induzieren. Unterschiede aufgrund ver-
schiedener Affinitaten der unterschiedlichen BiTEs konnten dabei ausgeschlossen werden (Bluemel

et al,, 2010)

Obwohl mit CD19-spezifischen CAR-T-Zellprodukten bahnbrechende Erfolge bei der Behandlung von
Patienten mit refraktdren und rezidivierenden B-Zell-Malignitdten erzielt wurden, erleiden 30-50%
der in Remission befindlichen Patienten meist innerhalb eines Jahres wieder einen Rickfall
(Kailayangiri et al., 2020; N. N. Shah & Fry, 2019). Eine mogliche Ursache fiir das erneute Auftreten
der Erkrankung nach CAR-T-Zell-Behandlung stellt der Verlust des Zielantigens auf Tumorzellen dar.
Dabei wurde sowohl ein Auswachsen von weiterhin CD19-positiven Leukdmie- und Lymphomzellen
als auch von CD19-negativen Zellen (20-30% der Patienten) beobachtet (Shah & Fry, 2019). Im Fall
des Auswachsens von Antigen-negativen Tumorzellpopulationen kénnte der modulare Ansatz mit
NKAB-Molekilen von Vorteil sein. So lieRen sich die eingesetzten NKAB-Molekile entsprechend der

Veranderung des Tumorantigenprofils auswahlen.

Auch im Fall von CD19- und CD20-spezifischen NKAB-Molekilen wére es denkbar, diese, ahnlich zu
NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR, in Kombination einzusetzen. Erste Hinweise hinsichtlich des Potenzials
einer solchen Therapie lieferte eine klinische Studie zur Behandlung von Patienten mit einem rezidi-
vierten oder refraktdren NHL, in der autologe naive oder memory T-Zellen mit einem CAR ausge-
stattet wurden, der sowohl ein CD19- als auch CD20-spezifisches scFv-Antikorperfragment tragt.
Dabei zeigten 9 von 10 Patienten eine verminderte Tumorlast, davon 7 eine vollstdndige Remission
(Larson et al.,, 2023). In weiterfihrenden Versuchen konnte daher, vergleichbar mit der zuvor
beschriebenen Kombinationstherapie aus NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR, der Effekt von NKAB-CD19
und NKAB-CD20 gegenlber doppelt-positiven Tumorzellen oder Kokulturen mit heterogener Anti-

genexpression analysiert werden.

Trotz vielversprechender in vitro Daten hinsichtlich des NKAB-CD19 oder NKAB-CD20 basierten
Kombinationsansatzes mit NKAR-NK-92 Zellen stellt die klinische Translation solcher neuartiger
Therapien eine grolRe Herausforderung dar. Es muss vor allem gewahrleistet sein, dass Sicherheits-

aspekte eines Produkts zuvor ausreichend untersucht und potenzielle Nebenwirkungen realistisch
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eingeschatzt wurden. Aufgrund der nahezu universellen Expression von CD19 und CD20 auf B-Zellen
fihren CD19- und CD20-spezfisiche Immuntherapien wie beispielsweise CAR-T-Zellen oder der
monoklonale Antikérper Rituximab in behandelten Patienten zu einer zeitweise auftretenden B-Zell-
Aplasie, einhergehend mit einer Hypogammaglobulindmie (Kailayangiri et al., 2020; St.Clair, 2010).
Auch wenn es sich hierbei um eine relevante Begleiterscheinungen der Therapien handelt, stellt
diese keine lebensbedrohliche Nebenwirkung dar. So kann eine Hypogammaglobulindmie mit einer
Immunglobulin-Ersatztherapie behandelt werden. Im Gegensatz zu einer langanhaltenden B-Zell-
Depletion von mehreren Jahren nach Therapie mit CD19-CAR-T-Zellen (in 25-38% der Patienten)
(Cappell et al., 2020; Chong et al., 2021; Locke et al., 2019, 2022), vermittelte Rituximab keine derart
lange Eliminierung von B-Zellen in Lymphom-Patienten (McLaughlin et al., 2016). Bereits 9-12
Monate nach Rituximab-Gabe waren erneut physiologische Konzentrationen an B-Zellen nachweis-
bar. Da Plasmablasten CD19 exprimieren, nicht jedoch CD20, liegt die Vermutung nahe, dass insbe-
sondere gegen CD19 gerichtete Antikdrper zu einer verminderten Immunglobulin-Produktion
beitragen. Der Vergleich von Rituximab (anti-CD20) und dem BiTE Blinatumomab (anti-CD19) zeigte
jedoch keine nennenswerten Unterschiede im Immunglobulinspiegel behandelter Patienten (Zug-
maier et al., 2014). Im Fall des Kombinationsansatz aus NKAB-CD19 oder NKAB-CD20 und NKAR-NK-
92 Derivaten ware ein mit Rituximab und Blinatumomab vergleichbarer Effekt zu erwarten. Eine
langanhaltende Depletion, wie nach einer CAR-T-Zelltherapie beobachtet, erscheint hingegen

unwahrscheinlich.

5.5 Ausblick

Das in dieser Arbeit untersuchte und weiter optimierte modulare System aus NKAR-exprimierenden
NK-92 Derivaten und NKAB-Molekilen unterschiedlicher Spezifitat zeigte in den durchgefiihrten
umfassenden Untersuchungen eine hochspezifische und sehr effektive antitumorale Aktivitat
gegenlber Antigen-exprimierenden Tumorzellen in vitro. Neben dem Zusammenspiel mit genetisch
modifizierten NK-92 Zellen waren NKAB-Molekiile zudem in der Lage, auch eine Tumorzell-Lyse
durch primare humane NK-Zellen zu vermitteln. Darlber hinaus wurde nachgewiesen, dass eine
Kombination aus NKAB-Molekilen unterschiedlicher Spezifitdt (NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR)
gegenlber doppelt-positiven Tumorzellen und Tumor-Kokulturen mit heterogener Antigenexpres-
sion wirksam ist. Fir alle untersuchten NKAB-Moleklle konnte gezeigt werden, dass NKAR-NK-92
Zellen nicht ungerichtet durch hohe Konzentrationen an I6slichen bispezifischen Antikérpern akti-
viert werden, sondern daflr die Bindung an Antigen-exprimierende Tumorzellen notwendig ist. Dies
stellt einen wichtigen Sicherheitsaspekt dieses experimentellen Therapieansatzes dar. Zur Erweite-

rung der Funktionalitat der zellularen Komponente des Kombinationsansatzes wurde der NKG2D-
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basierte CAR NKAR zusammen mit dem IL-15 Superagonisten RD-IL15 in NK-92 Zellen exprimiert.
Dabei wirkte das von den Zellen sekretierte RD-IL15 sowohl in autokriner Weise auf die genetisch

modifizierten NKAR-RD-IL15-NK-92 Zellen selbst als auch parakrin auf umgebende Immunzellen.

Um die Vertraglichkeit der Kombinationstherapie noch weiter zu verbessern und on-Target/off-
Tumor Effekte zu vermeiden, ware es vor allem fiir die Behandlung von soliden Tumoren denkbar,
NKAB-Molekule zu entwickeln, die erst im Tumormikromilieu ihre Funktionalitat entfalten und somit
nicht an ihre Zielstrukturen in gesundem Gewebe binden. Ein Ansatz kdnnte dabei die Maskierung
der Antigenbindungsstelle durch ein Peptid sein, das erst aufgrund eines sauren pH-Wertes oder
durch Metalloproteasen im Tumormikromilieu abgespalten wird und dadurch die Antigen-spezifi-
sche Domaéne freigibt (Autio et al., 2020). Die Wirkung eines solchen Antikorpers wird bereits in Form
des Probody EGFR x CD3 T cell engagers in einer klinischen Studie (NCT05387265) zur Behandlung
von fortgeschrittenen soliden Tumoren erprobt, nachdem in praklinischen Studien vielverspre-
chende Erfolge erzielt werden konnten (Boustany et al., 2018, 2022). Neben der weiteren Opti-
mierung von NKAR-exprimierenden Effektorzellen und bispezifischen NKAB-Molekilen stellt auch
die pharmakologische Modulation von Tumoren einen potenziellen Ansatzpunkt zur Steigerung des
Therapieerfolges dar. Dabei konnten geeignete Wirkstoffe zur Erhéhung der NKG2D-L Expression auf
Tumorzellen oder der Einsatz von Proteaseinhibitoren zur Vermeidung der proteolytischen Ab-
spaltung von NKG2D-L eine Rolle spielen. Eine klinisch relevante Steigerung der Ligandenexpression
wurde unter anderem in AML-Patienten nach der Behandlung mit All-trans-Retinsdure (All-trans-
retinoic acid, ATRA) oder dem Histon-Deacetylase-Inhibitor Valproinsdure beobachtet (Poggi et al.,
2009). Auch Reagenzien, die die Abspaltung von NKG2D-L hemmen, kénnten einen Vorteil fir den
hier beschriebenen experimentellen Ansatz bieten. Mogliche Substanzen sind dabei zum Beispiel
ADAM10 Proteaseinhibitoren, die bereits in einer Vielzahl von praklinischen Studien in Modellen
unterschiedlicher Tumorerkrankungen eingesetzt werden (Smith et al.,, 2020). Bereits in der
klinischen Erprobung befindet sich auch ein Antikorper, der durch seine Bindung an die a3-Domaéne
der MICA/B-Liganden eine proteolytische Abspaltung durch Metalloproteasen verhindert
(NCT05117476) (Wang et al., 2023). Da NKAR-exprimierende NK-92 Zellen NKG2D-L positive
Tumorzellen auch ohne das Mitwirken von NKAB-MolekUlen eliminieren kdnnen, konnte die stabile
Expression dieser Liganden auf der Zelloberflache die Aktivitdt von NKAR-NK-92 Derivaten auch

unabhangig von NKAB-Molekdilen steigern.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der Funktionalitdt des Therapieansatzes
aus NKAB-Molekilen und NKAR-Effektorzellen in in vitro Analysen. Aufbauend auf den hier erar-

beiteten Daten wird der Fokus nachfolgender Arbeiten auf der Erprobung in geeigneten Maus-
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modellen gerichtet sein. Dies bietet die Moglichkeit, die Wirkung der experimentellen Behandlung
in einem lebenden Organismus zu beurteilen. Im Fall von immunkompetenten Mausen lieRen sich
zudem erste Erkenntnisse zur zuséatzlichen Beeinflussung des endogenen Immunsystems der
Wirtstiere gewinnen. Dabei kdonnten Versuche dieser Art Aufschluss darlber geben, inwiefern
sekretiertes RD-IL15 auch in vivo einen Effekt auf benachbarte endogene Immunzellen ausibt. Fir
die in vivo Analyse von NKAB-ErbB2 und NKAB-EGFR zur Behandlung solider Tumoren bietet sich
dabei das bereits in unserer Arbeitsgruppe mit subkutan wachsenden GL261/ErbB2 Glioblastom-
zellen etablierte syngene C57BL/6N Mausmodell an (C. Zhang et al., 2021). Da sich der Einsatz von
NKAB-CD19 und NKAB-CD20 auf hamatologische Tumorerkrankungen beschrankt, ware es in diesem
Fall sinnvoll, ein metastasierendes Tumormodell zu etablieren. Vorherige Arbeiten der Gruppe mit
CD19-spezifischen CAR-NK-92 Zellen wurden beispielsweise mit Raji Zellen in immundefizienten
NSG-M3usen durchgefiihrt (Oelsner et al., 2017). Ahnliche Versuche mit den hier etablierten NKAB-
CD19 und NKAB-CD20 Molekilen sind bereits in Planung. Fir den Transfer des Ansatzes in immun-
kompetente Méause erscheint es moglich, Tumorzellen murinen Ursprungs genetisch so zu modifizie-
ren, dass sie ektopisch humanes CD19 oder CD20 exprimieren. Um alternativ die Wirkung eines
NKAB-Molekils in immunkompetenten Mausen unter physiologischen Bedingungen untersuchen
und den Einfluss auf das endogene Immunsystem besser abschatzen zu kénnen, wurde zudem das
Molekil NKAB-mCD19 mit Spezifitat fir murines CD19 entwickelt. Dieses tragt neben einer mCD19-
spezifischen Domane das prototypische NKG2D-spezifische scFv-Antikorperfragment und zeigte in
Kombination mit NKAR-NK-92 Zellen eine gesteigerte Zytotoxizitat gegeniber endogen mCD19-
exprimierenden murinen A20 Lymphomzellen (Abbildung 4.49, Abbildung 4.50). In einem anderen
Projekt der Arbeitsgruppe werden gegenwartig neue Bindungsdomanen entwickelt, die neben
humanem NKG2D auch den endogenen murinen NKG2D-Rezeptor erkennen und aktivieren. In Ver-
bindung mit der hier charakterisierten mCD19-spezifischen Doméane kénnten so auch neue NKAB-
Molekile abgeleitet werden, die neben NKAR-NK-92 Zellen in entsprechenden syngenen Maus-
modellen auch endogene murine NK-Zellen gegen Lymphom- und Leukamiezellen aktivieren. Es ist
durchaus zu erwarten, dass solche in vivo Experimente die in den hier vorgelegten Ergebnissen
gezeigte hohe Selektivitat und antitumorale Aktivitat von NKAB-Molekllen zusammen mit primaren,
endogen NKG2D exprimierenden Lymphozyten oder NKAR-modifizierten Effektorzellen bestatigen.
Nachfolgend erscheint dann eine relativ rasche Ubertragung dieses Ansatzes in frithe klinische

Studien denkbar und sinnvoll.
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