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Immunotherapy represents a promising tool significantly improving
cancer outcomes. The concept of tumor recognition and elimination by
harnessing the patients’ immune system has recently been applied to
cells of the innate immunity. Particularly, antibody-based NK cell
engagers have been explored which specifically target tumor-associat-
ed antigens and simultaneously receptors on natural killer cells boost-
ing the immune effector cells’ cytolytic effect and further inducing a
multicellular immune response.
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B Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) geho-
ren neben Makrophagen, Granulozyten, den-
dritischen Zellen, Monozyten und Mastzellen
zum zellularen Teil des angeborenen Immun-
systems und sind in der Lage, virusinfizierte
Korperzellen und Tumorzellen zu erkennen
und abzutdten. Sie besitzen — anders als
Lymphozyten des erworbenen Immunsys-
tems —keine spezifischen Rezeptoren fiir
fremde Antigene, sondern erkennen virus-
infizierte oder maligne entartete Zellen mit-
tels zahlreicher invariabler inhibitorischer
und aktivierender Rezeptoren. Dabei spielen
MHC-Klasse-I-Molekiile (MHC: major histo-
compatibility complex) eine zentrale Rolle.
MHC-I-Proteine sind normalerweise auf allen
kernhaltigen Zellen vorhanden und prasen-
tieren proteolytische Fragmente aus dem
Arsenal der in der Zelle produzierten Pro-
teine auf ihrer Zelloberfldche. Handelt es sich
hierbei um zelleigene Peptidfragmente wird
die Aktivitat der NK-Zellen herunterreguliert
(Abb. 1A). Der Verlust an MHC-Liganden fiir
die NK-Zellrezeptoren von abnormalen Zel-
len fiihrt zur Aufhebung der Inhibition und
damit zur Aktivierung (missing self-Hypo-
these; Abb. 1B, [1]). Humane NK-Zellen besit-
zen zwei verschiedene Arten von Rezeptor-
molekiilen fiir die spezifische MHC-I-Erken-
nung: KIRs (killing immunoglobulin-like
receptors), die zur Immunglobulin-Familie
gehoren und die zur C-type lectin like-Familie
gehorenden CD94/NKG2A-Heterodimere
(NKG2A: natural-killer group 2, member A).
NK-Zellen sind auBerdem in der Lage, mittels
aktivierender Rezeptoren Zellstress zu
erkennen. Dabei werden die MHC-I-verwand-
ten Proteine MICA und MICB (MHC class 1
chain-related protein A/B) bei Stress, Schadi-
gung, Infektion oder Transformation von
Zellen induziert und auf der Oberflache pra-
sentiert, wodurch sie von NK-Zellen iiber den
aktivierenden Rezeptor NKG2D (natural-
killer group 2, member D) erkannt werden
und als ,kill-me* Signal wirken (Abb. 1C).
Weitere aktivierende NK-Zellrezeptoren sind
die NCRs (natural cytotoxicity receptors)
NKp46, NKp44, NKp30, die zur Immunglo-
bulin-Familie gehoren [2]. Die proteolytische
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A Abb. 2: Antikdrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) als Mechanismus der NK-Zell-
vermittelten Eliminierung von Tumorzellen. A, Quervernetzung einer Tumor- und NK-Zelle durch
die Bindung des monospezifischen Antikdrpers an eine Tumorzelle und die Bindung von CD16 an
die Antikdrper-Fc-Region. B, Quervernetzung einer Tumor- und NK-Zelle durch die Bindung eines
Tumorantigens mit einem Arm und die Bindung von CD 16 mit dem anderen Arm eines bispezifi-

schen Antikorpers. Erstellt mit BioRender.com.

Spaltung (shedding) oder Herabregulation
aktivierender Rezeptoren von der Tumor-
zelloberflache ist ein weiterer Immuneva-
sionsmechanismus. Uberwiegen insgesamt
die aktivierenden Signale, kommt es zur
Degranulation der NK-Zelle, welche zur Aus-
schiittung von Perforinen und Granzymen
fihrt und damit die Lyse der Zielzelle
bewirkt. Weiterhin wird durch die Freiset-
zung von inflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen die adaptive Immunantwort in
Gang gesetzt [3].

ADCC als Schliisselmechanismus der
NK-Zell-vermittelten Eliminierung von
Tumorzellen

Neben den aktivierenden und inhibierenden
Rezeptoren exprimieren NK-Zellen den
Immunglobulin Fcy-Rezeptor Illa, auch als

CD16 bezeichnet, welcher mit niedriger Affi-
nitdt an die Fc-Region des Immunglobulins G
bindet. Durch die Bindung eines Antikorpers
an ein Tumor-assoziiertes Antigen (TAA),
welches ein Protein ist, das bei Tumoren auf
der Zelloberflache gehauft vorkommt, wer-
den tiber die Interaktion der [gG-Antikorper-
Fc-Region an CD16 auf NK-Zellen Tumor-
und NK-Zelle in rdaumliche Nahe gebracht,
was die Ausbildung der lytischen Synapse
bewirkt (Abb. 2A). Die anschlieBende Frei-
setzung von zytolytischen Mediatoren der
NK-Zelle verursacht die Eliminierung der
Tumorzelle. Dieser Mechanismus wird als
antikorperabhédngige zellvermittelte Zytoto-
xizitat (antibody-dependet cellular cytotoxicity,
ADCC) bezeichnet [4]. Klinische Studien
haben gezeigt, dass ADCC zu einem groBen
Teil fiir den therapeutischen Effekt von eini-

Gewdhrleistung der Quervernetzung einer
Tumor- und NK-Zelle binden die bispezi-
fischen Molekiile, welche NKCE (NK cell
engager) genannt werden, mit einem Arm
CD16 auf der NK-Zelle und simultan mit dem
anderen Arm ein TAA auf der Tumorzelle
(Abb. 2B).

Um die Spezifitit von Tumorzellen gegen-
iiber gesundem Gewebe zu erhohen und
damit das Sicherheitsprofil des Antikorpers
zu verbessern, hat unsere Arbeitsgruppe
zwei trispezifische NKCEs erzeugt, welche
neben CD16 EGFR (epidermal growth factor
receptor) und PD-L1 (programmed death-
ligand 1) targetieren. Damit sind sie Wachs-
tumsfaktor- und Immuncheckpointinhibitor
zugleich. Durch die Funktion als Immun-
checkpointinhibitor blockieren die Antikor-
per einen Mechanismus der Tumorzelle, um
der Erkennung durch das Immunsystem zu
entkommen. Die Adressierung von zwei Ziel-
molekiilen auf einer Tumorzelle ist neben der
Verbesserung des Antikorpersicherheitspro-
fils insbesondere auch vorteilhaft, um einer
Immunevasion entgegenzuwirken [7].

Die Generierung solcher Antikorper im
multispezifischen Format ist nicht trivial,
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A Abb. 3: ADCC-Zell-basierter Reporterassay. Der bispezifische TAA-bindende Antikdrper, der mit dem Wildtyp Fc an CD 16 bindet (pink) wurde mit
dem bispezifischen TAA-bindenden Antikérper (grau) und dem trispezifischen TAA- und CD 16-bindenden Antikdrper (orange) verglichen, welche eine
Mutation im Fc-Teil enthalten, die die Bindung an CD 16 verhindert. Erstellt mit BioRender.com.
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denn sie erfordert in den meisten Fallen
die Herstellung zweier verschiedener
schwerer und leichter Ketten, welche sich
korrekt paarweise assemblieren miissen.
Eine Heterodimerisierung der schweren
Ketten kann durch die Einfiihrung weni-
ger Aminosaureaustausche in beiden Ket-
ten forciert werden (knob-into-hole-Tech-
nologie, [8]). Fiir die korrekte Paarung der
leichten Kette verfolgt unsere Arbeits-
gruppe einen vereinfachten Ansatz,
bei dem nur eine einzige leichte Kette
(common light chain) verwendet wird.
Dies wird dadurch moglich, dass unsere
Antikorperbibliotheken aus Tierimmuni-
sierungen gezielt nach solchen Bindern
durchmustert werden, bei denen fiir die
Bindung des Zielproteins nur die schwere
Kette verantwortlich ist, wihrend die
leichte Kette eine stabilisierende Rolle
einnimmt [9].

Sowohl der Antikorper basierend auf
einer asymmetrischen 2+1-Architektur
[10] als auch das Molekiil, welches auf
einer symmetrischen 2+2-Architektur
beruht [11], haben nur eine leichte Kette.
Die 2+1-Variante (Daten nicht gezeigt)
und das 2+2-Molekiil (Abb. 3) weisen
einen potenten ADCC-Effekt auf, sind gut
herstellbar und zeigen giinstige physiko-
chemische Eigenschaften.

Die potente abtotende Wirkung gegen-
iiber Tumorzellen, welche durch die
trispezifischen Antikorper vermittelt
wird, zeigt das Anwendungspotenzial sol-
cher Molekiile. Wahrend die Entwicklung
tri- und tetraspezifischer NK-Zell-aktivie-
render Antikorper auf dem Weg in die
klinische Anwendung noch nicht weit
fortgeschritten ist, befindet sich eine Viel-
zahl bispezifischer NKCEs in verschiede-
nen Phasen der klinischen Erprobung. Die
pharmazeutische Industrie setzt hohe
Erwartungen in die Immuntherapie. Die
kommenden Jahre werden zeigen, bei wel-
chen Tumorerkrankungen sich die erhoff-
ten therapeutischen Effekte zeigen und ob
das Wirkprofil durch den Einsatz multi-
spezifischer Antikorper weiter verbessert
werden kann.
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