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1 Zusammenfassung

Weichteil- und Knochensarkome stellen eine heterogene Gruppe seltener maligner
Erkrankungen dar. Wirksame Behandlungsmadglichkeiten sind fiir die meisten Subtypen der
Sarkome nach wie vor limitiert, infolgedessen ist die Prognose, vor allem bei
fortgeschrittener oder metastasierter Krankheit, weiterhin ungtnstig. Die Einflihrung der
Immuntherapie, insbesondere der anti-Tumor Antikérper, hat die Behandlung von
Tumorerkrankungen revolutioniert und die therapeutischen Mdglichkeiten bei vielen
bdsartigen Tumoren erheblich verbessert. Inzwischen sind vor allem monoklonale
Antikérper (mAb), aber auch bispezifische Antikérper (bsAb), welche gegen
Tumorassoziierte Antigene (TAA) gerichtet sind, ein fester Bestandteil von klinisch
angewandten Behandlungskonzepten. Etablierte Beispiele fir mAb sind Rituximab oder
Trastuzumab, die fir die Therapie verschiedener B Zell Neoplasien bzw. von HER2-
positivem Mammakarzinom eingesetzt werden. Ein Beispiel fur einen bsAb ist der gegen
CD19 und CD3 gerichtete bispecific T cell enganger (BiTE) Blinatumomab zur Behandlung
der akuten lymphatischen Leukamie.

Trotz ihres unbestreitbaren Erfolgs lasst die therapeutische Wirksamkeit dieser und anderer
anti-Tumor Antikérper noch viel Raum fir Verbesserungen, und fir viele Tumorentitaten
sind geeignete Antikérper-basierte Therapeutika (noch) nicht klinisch verfigbar. Auch fir
die Behandlung von Sarkomen gibt es bislang nur wenige immuntherapeutische Optionen,
deren Anwendung auf eine Minderheit von Patienten beschrankt sind. Aktuell werden
unterschiedliche Strategien verfolgt, anti-Tumor Antikérper in ihrer Wirksamkeit zu
verbessern und fur mehr Tumorentitaten verfigbar zu machen. Dazu gehdrt zum einen die
Identifizierung weiterer Zielantigene, zum anderen die Verbesserung ihrer therapeutischen
Effizienz. Anti-Tumor mAb vermitteln ihre therapeutische Wirkung zu einem grof3en Teil
Uber naturliche Killer (NK) Zellen. NK Zellen tragen wesentlich zur antikérperabhéangigen
zelluldren Zytotoxizitat (ADCC) bei, einer der zentralen Wirkmechanismen von mAb. Daher
zielen zahlreiche Bemuhungen darauf ab, diese wichtige Effektorfunktion zu verbessern,
indem mAb mit Fc Teilen entwickelt werden, die eine erhdhte Affinitat zum ADCC-
vermittelnden Fc Rezeptor FcyRIlla auf NK Zellen aufweisen. Dies kann durch Modulation
der Aminosauresequenz des Fc Teils erreicht werden, wie z. B. durch die Substitutionen
S239D/1332E (SDIE), die in vielen mAb enthalten sind, die derzeit praklinisch und klinisch
untersucht werden. Im Gegensatz zu NK Zellen verfigen T Zellen Uber ein gréReres
zytotoxisches Potential, kdnnen durch die héhere Freisetzung von Zytokinen aber auch
erhebliche Nebenwirkungen verursachen. lhre Aktivierung kann nicht durch mAb erfolgen,
da T Zellen keine Fc Rezeptoren exprimieren, sondern erfordert bsAb, welche an zwei

Antigene jeweils auf Tumorzellen und T Zellen binden und so die T Zellen gezielt an den
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Tumor heranfihren und aktivieren. Zu den bsAb koénnen im weiteren Sinne auch
bispezifische Fusionsproteine (BFP) gezahlt werden, welche aus einem Antikorperteil und
einem Protein bestehen, wie beispielsweise einem Rezeptor, der seinen Liganden bindet
und aktiviert.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden anti-Tumor Antikérper gegen NKG2D Liganden
(NKG2DL) und B7-H3 entwickelt und charakterisiert, um neue therapeutische Optionen flr
Weichteil- und Knochensarkome zu entwickeln. NKG2D ist ein aktivierender
Immunrezeptor, dessen Liganden auf vielen Tumorarten und auch Weichteil- und
Knochensarkomen haufig exprimiert werden, aber auf gesundem Gewebe im Allgemeinen
nicht vorhanden sind. B7-H3 (CD276), ein Mitglied der B7 Proteinfamilie, dessen Rezeptor
bislang unbekannt ist, erfahrt in letzter Zeit groRes Interesse als neues, vielversprechendes
Zielantigen fur die Immuntherapie. B7-H3 wird in vielen Tumorarten, darunter auch
Sarkome, stark exprimiert, wahrend die Expression in gesundem Gewebe eher gering ist.
Die charakterisierten BFP bestehen aus der extrazelluldaren Domane des NKG2D
Rezeptors und sind mit einem Fab Fragment fusioniert, welches entweder gegen CD3
(NKG2D-CD3) oder CD16 (NKG2D-CD16) gerichtet ist. Im zweiten Teil der Arbeit wurden
gegen B7-H3 gerichtete mAb getestet, die entweder einen unveranderten Fc Teil (8H8 WT)
oder eine Variante des Fc Teils mit Aminosauresubstitutionen (S239D/I332E) zur Erhdhung
der Affinitat fir CD16 exprimierende NK Zellen (8H8_SDIE) enthalten.

Es konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten Weichteil- und Knochensarkome
unabhangig vom Subtyp NKG2DL und B7-H3 auf der Oberflache exprimieren. Die BFP
NKG2D-CD16 und NKG2D-CD3 induzierten eine potente NK bzw. T Zell-Reaktivitat gegen
die Tumorzellen, wie in Analysen von Aktivierung, Degranulation und Sekretion von IFNy
sowie von immunmodulatorischen Proteinen gezeigt werden konnte. Auch mit dem Fc-
optimierten 8H8 SDIE konnte im Vergleich zu dem 8H8 WT eine deutliche NK Zell-
Reaktivitat gegen die Sarkomzellen ausgeldst werden. Mit allen Konstrukten resultierte die
Immunzellaktivierung in einer effizienten Lyse der Tumorzellen. Darlber hinaus wurde die
Aktivierbarkeit von T und NK Zellen bei stark vorbehandelten Sarkompatienten analysiert
und als vergleichbar mit gesunden Spendern befunden. Diese Ergebnisse unterstreichen
das Potenzial der BFP NKG2D-CD3 und NKG2D-CD16 sowie des Fc-optimierten B7-H3

mAb 8H8_SDIE als vielversprechende neue Therapeutika flr Patienten mit Sarkomen.
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2 Einleitung

21 Das Immunsystem

Das Immunsystem von Wirbeltieren umfasst verschiedene Mechanismen zur Abwehr von
Pathogenen, Fremdkdrpern oder transformierten Zellen. Seine Wirkungsweise bedingt die
Fahigkeit, kdrpereigen von korperfremd zu unterscheiden, um Immunreaktionen gegen
eigene, gesunde Zellen zu verhindern. Um einen wirksamen Schutz zu erflllen, muss das
Immunsystem potentielle Bedrohungen erkennen, Effekte gegen diese ausiben, sich selbst
regulieren und ein immunologisches Gedachtnis bilden. Daher ist die Immunabwehr des
Menschen ein komplexes System mit vielfaltigen Aufgaben, welches aus dem
Zusammenspiel von zellularen und humoralen Bestandteilen besteht.’

Den zellularen Teil der Immunabwehr bilden die weiRen Blutkdrperchen (Leukozyten), die
sich aus multipotenten hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark entwickeln.
Wahrend der Entwicklung teilen sich die Leukozyten in eine myeloische und eine
lymphatische Reihe auf, um anschlielend weitere Differenzierungsschritte zu durchlaufen.
Aus der myeloischen Reihe entstehen Granulozyten, dendritische Zellen (DC) und
Monozyten/Makrophagen, aus der lymphatischen Reihe T Zellen, B Zellen und natirliche
Killer (NK) Zellen.?

Den humoralen Bestandteil des Immunsystems bilden eine Vielzahl I16slicher Faktoren, wie
z.B. das Komplementsystem, Zytokine, Lysozyme und Antikdérper. Neben der
Unterscheidung in zellulare und humorale Bestandteile wird das Immunsystem in
Abhangigkeit der beteiligten Effektorzellen, dem zeitlichen Verlauf und einer nachfolgenden

Immunitat in einen angeborenen und adaptiven Teil unterschieden.’

211 Angeborene Immunitat

Die angeborene Immunitat umfasst den Teil der Imnmunabwehr, der von Beginn an besteht
und sich zeitlebens nicht verandert. Sie bildet die erste, wichtige Verteidigungslinie gegen
Krankheitserreger, welche durch die Epithelbarriere von Haut und Schleimhaut in den
Koérper eingedrungen sind. Sie zeichnet sich vor allem durch eine frihe Erkennung und
rasche Bekampfung der Pathogene aus (innerhalb von Stunden und Minuten)." Humorale
Faktoren der angeborenen Immunitat umfassen die Lysozyme und Serumproteine des
Komplementsystems, welches nach Aktivierung uber unterschiedliche Mechanismen wie
Zelllyse, Chemotaxis und Opsonierung agiert.>* AuBerdem spielen verschiedene Zytokine,
die in erster Linie dazu dienen, Zellen des Immunsystems zu rekrutieren und zu aktivieren,

eine Rolle bei der angeborenen humoralen Immunitat.
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Zu den zelluldaren Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehéren DC,
Monozyten/Makrophagen, Granulozyten und NK Zellen. Das angeborene Immunsystem
besitzt zwar eine schnelle Reaktionsfahigkeit, weist daflir aber keine grof3e Vielfalt auf.
Erkannt werden zum Beispiel konservierte Strukturmotive auf der Oberflache pathogener
Mikroorganismen (pathogen associated molecular patterns, PAMPs), die auf
eukaryontischen Zellen nicht vorkommen, ber invariante, Keimbahn-codierte sogenannte
pattern recognition receptors (PRRs).5 Wichtige Mitglieder der PRRs sind die toll like
receptors (TLRs), welche die Produktion von Zytokinen und Chemokinen auslésen, damit
weitere Immun-Effektorzellen aktivieren und zum Infektionsort locken.® Dies wiederum fiihrt
u.a. zur Aktivierung von Komponenten des adaptiven Immunsystems.’

Die Vermittlung zwischen angeborener und adaptiver Immunitat wird hauptsachlich von DC
Ubernommen, sogenannten antigen-prasentierenden Zellen (antigen-presenting cell, APC).
Nach der Phagozytose durch diese werden Antigene prozessiert, auf der Zelloberflache
gemeinsam mit kostimulatorischen Molekulen den Zellen des adaptiven Immunsystems
prasentiert und so eine adaptive Immunreaktion ausgelost.®

Auf die Rolle von NK Zellen bei der Immuniberwachung wird im Folgenden im Detail

eingegangen.

2.1.2 Natirliche Killerzellen

Als Teil des angeborenen Immunsystems zirkulieren NK Zellen im Blut und stammen von
lymphatischen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ab.® Beim Menschen machen NK
Zellen 5-15 % der zirkulierenden Lymphozyten aus und sind neben dem peripheren Blut
auch an vielen anderen Stellen des Korpers zu finden, z. B. in sekundaren lymphatischen
Geweben.°

Sie wurden 1975 erstmals als Zellen beschrieben, welche Tumorzellen in vitro ohne
vorhergehende Aktivierung mittels der Freisetzung von zytotoxischen Granula lysieren
konnen."" NK Zellen haben zwei wichtige Immun-Effektorfunktionen: Die Lyse von
infizierten oder maligne transformierten Zielzellen und die Produktion von Interferon (IFN)y
in der frthen Phase einer Immunantwort, welches in der Lage ist, direkte
krebsbekdampfende Wirkungen zu entfalten, aber vor allem zur Stimulation der
angeborenen und adaptiven Immunantwort und den damit einhergehenden
Effektormechanismen fiihrt.'?'® Sie agieren also an der Schnittstelle zwischen angeborener
und adaptiver Immunitat.'® ' Neben dieser Rolle wurden in den letzten Jahren fiir NK Zellen
Eigenschaften beschrieben, die eigentlich dem adaptiven Immunsystem zugeordnet
werden.'® ® Sogenannte Memory-like NK Zellen kénnen sich auch Wochen oder Monate

nach einer Infektion im Kdrper befinden und werden bei erneuter Infektion reaktiviert.?°
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Die NK Zell-Zytotoxizitat wird durch die Freisetzung von Perforin (ein membranstérendes
Protein) und Granzymen (eine Familie proteolytischer Enzyme) aus zytotoxischen Granula
vermittelt.?'- 22 Sie kann jedoch auch durch Liganden der Tumornekrose (TNF)-Familie, wie
Fas-Ligand (FasL) und TNF-related apoptosis-inducing Ligand (TRAIL) vermittelt werden,
die mit den entsprechenden Todesrezeptoren auf Tumorzellen interagieren.?*-2¢ Darliber
hinaus produzieren NK Zellen neben IFNy auch eine Reihe von entziindungsférdernden
und entziindungshemmenden Zytokinen wie TNF, Interleukin (IL)-6, IL-8 und IL-10 sowie
andere Faktoren.?’° Wahrend neuere Untersuchungen auf eine groRe Vielfalt von
charakteristisch unterschiedlichen NK Zellen hinweisen,%-3? wurden im peripheren Blut
urspriinglich zwei Hauptgruppen identifiziert: die CD3CD56""9"CD16 und CD3
CD569™CD16* Lymphozyten, wobei letztere die groRe Mehrheit darstellen.® Es wird davon
ausgegangen, dass die Gruppe der CD56"9" Zellen hauptsachlich immunmodulatorisch
wirkt. Ausgeldst durch l6sliche Faktoren wie IL-1B3, IL-2, IL-12, IL-15 und IL-18 freigesetzt
von aktivierten DC, Monozyten und T Zellen produzieren sie gro3e Mengen an Zytokinen
wie IFNy.'% 3 Im Gegensatz dazu wurden der Gruppe der CD56%™ NK Zellen mit ihrer
hohen Expression von Granzymen, Perforin und CD16 eher zytotoxische Funktionen
zugeschrieben. Allerdings wurde gezeigt, dass Letztere durch die Interaktion mit Zielzellen
ebenfalls groke Mengen an IFNy und anderen Zytokinen produzieren konnen.'® 3%
Grundsétzlich 1asst sich sagen, dass die Gruppe der CD569" Zellen starker auf I6sliche,
die der CD56%™ Gruppe starker auf Oberflachenfaktoren reagieren.®% 37

Verglichen mit B und T Zellen haben NK Zellen ein relativ iiberschaubares Repertoire an
Rezeptoren ohne Antigenspezifitat und fehlende klonale Selektion.® Die Aktivierung von
NK Zellen wird von verschiedenen inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren reguliert,
und hangt von der Balance aus diesen aktivierenden und hemmenden Signalen ab.* Die
Hypothesen ,missing self‘ und ,induced self‘ beschreiben die Mechanismen, welche zur
Aktivierung von NK Zellen fihren.*® Die ,missing self* Hypothese postuliert, dass Zellen mit
einer geringen oder fehlenden Expression von major histocompatibility complex (MHC)
Klasse | auf ihrer Oberflache von NK Zellen lysiert werden. Bestimmte NK Zell-Rezeptoren,
die zur KIR (killer cell immunoglobulin-like receptor) Familie gehéren, erkennen MHC
Klasse | und Ubermitteln nach Aktivierung hemmende Signale in die NK Zelle, sodass keine
Lyse von Zellen mit ausreichender Expression von MHC Klasse | erfolgt.>® Eine
Herunterregulierung der MHC | Molekiile findet zum Beispiel bei virusinfizierten Zellen oder
Tumorzellen statt. Der Wegfall dieses hemmenden Signals fuhrt dazu, dass die Zielzelle
von NK Zellen eliminiert werden kann.*!

Es gibt jedoch Zellen wie z.B. Erythrozyten, die keine Expression von MHC Klasse |

Molekilen aufweisen und trotzdem nicht von NK Zellen lysiert werden, so dass die ,missing-
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self* Hypothese keine ausreichende Erklarung fir die Regulation der NK Zell-Reaktivitat
bietet. Mittlerweile weil3 man, dass die Expression von Stress-induzierten Liganden, z.B.
nach Befall durch pathogene Erreger oder maligne Transformation, zur Abtétung der
Zielzellen fuhrt (,induced self).*> Zu den aktivierenden Rezeptoren dieser Liganden
gehoéren unter anderem Mitglieder der NCR (natural cytotoxicity receptor)-Familie, wie
natural killer protein (NKp)46, NKp30 und NKp44, sowie der Rezeptor NKG2D (Natural
Killer Group 2D).*® Einer der wichtigsten aktivierenden Rezeptoren auf NK Zellen ist CD16
(Fc-gamma Rezeptor Ill, FcyRIIl), welcher ein Mitglied der Immunglobulin (Ig)-Superfamilie
ist. CD16 Rezeptoren binden mit hoher Spezifitat, allerdings niedriger Affinitat an Fc
Fragmente der Immunglobuline 1IgG1 und 1gG3.* Darlber kdnnen die Effektorfunktionen
von NK Zellen als sogenannte antikérperabhangige zelluldre Zytotoxizitat (antibody
dependent cellular cytotoxicity, ADCC) ausgelost werden.*® Die alleinige Stimulation von
CD16 reicht aus, um eine starke Reaktivitat der NK Zellen hervorzurufen.*® Darliber hinaus
wird die Aktivitat von NK Zellen durch Zytokine beeinflusst, beispielsweise durch IL-15 bzw.
transforming growth factor (TGF)-B.2" 47 Insgesamt lasst sich sagen, dass NK Zellen und
die NK Zell-Reaktivitat durch die Summe von Signalen inhibierender und aktivierender
Rezeptoren reguliert werden und zu den wichtigsten, unmittelbaren Mechanismen der

angeborenen Immunitat gehoren.*®

2.1.3 Adaptive Immunitat

Zur adaptiven Immunitat gehéren T Zellen, B Zellen und, als humoraler Bestandteil, die von
B Zellen produzierten Antikérper. Im Gegensatz zu Bestandteilen des angeborenen
Immunsystem besitzen B und T Zellen eine Vielzahl hochspezifischer Antigenrezeptoren
auf ihrer Oberflache, die B Zell-Rezeptoren bzw. Antikérper und T Zell-Rezeptoren, und
kénnen ein immunologisches Langzeitgedachtnis entwickeln. Dadurch werden
beispielsweise Infektionen desselben Erregers oder einer verwandten Spezies bei
erneutem Kontakt schneller und effektiver abgewehrt.*® Die hoch variablen Antigen-
Rezeptoren der B und T Zellen gehéren zur Ig-Superfamilie und stellen
membrangebundene Vorldufer der Antikérper dar. Sie entstehen durch somatische
Rekombination der keimbahnkodierten V, (D), J und C Segmente, die sich auf den
Chromosomen 2, 14 und 22 befinden. Der Mechanismus der Rekombination ermdglicht die
Generierung einer hohen Rezeptor- bzw. Antikorpervielfalt. ! Die klonale Selektion ist ein
wichtiger Schritt bei der Entstehung der Rezeptoren und Antikdrper, bei der kontrolliert wird,
ob koérpereigene von koérperfremden Bestandteilen unterschieden werden kénnen. Damit

soll eine Immunreaktion des Korpers gegen eigene, gesunde Zellen verhindert werden.%?
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B Zellen sind ein Bestandteil des =zellularen Teils der adaptiven Immunitat.
Membranstandige B Zell-Rezeptoren werden nach Bindung des passenden Antigens
internalisiert und Gber MHC Molekdle der Klasse Il den T Helferzellen prasentiert.5® Nach
Aktivierung durch T Zellen differenzieren B Zellen in Plasmazellen und produzieren
Antikorper, welche humorale Abwehrmechanismen vermitteln.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unter anderem bispezifische Fusionsproteine (BFP) zur
tumorspezifischen Aktivierung von T Zellen untersucht. Deshalb werden im Folgenden die
zellbiologischen Grundlagen der T Zellen als wichtigste Effektorzellen des adaptiven

Immunsystems naher erlautert.

214 T Zellen

Neben den B Zellen vermitteln hauptsachlich T Zellen die zellulare Immunantwort der
adaptiven Immunitat. Ein wichtiger Rezeptor, um ihre Funktionen in der Immunabwehr zu
erflllen, ist der T Zell-Rezeptor (T cell receptor, TCR), welcher in der Struktur dem Antigen-
bindenden Fragment (fragment antigen binding, Fab) eines Antikérpers ahnlich ist. Mit dem
TCR erkennen T Zellen hochspezifisch MHC Molekiil-gebundene Peptide.*® 5 Der TCR
besteht im Wesentlichen aus zwei Uber Disulfidbriicken verbundene Polypeptidketten. Jede
dieser Ketten wiederum enthalt eine variable Region, eine konstante Domane und einen
kurzen C-terminalen zytoplasmatischen Bereich, welcher gemeinsam mit dem
Adapterprotein CD3 nach Aktivierung intrazellulare Signale auslost.>> % Dabei involviert
sind die beiden Korezeptoren CD4 und CD8 auf den jeweiligen T Zell-Populationen.®” Nach
Kontakt der T Zelle mit dem fir sie spezifischen Antigenepitop auf der APC, das sogenannte
Erstsignal, und zuséatzlichen Signalen durch kostimulatorische Molekule wie beispielsweise
CD28 und seinen auf APC exprimierten Liganden CD80 und CD86, wird das Heranreifen
von naiven T Zellen (T Zellen, die bisher keinen Antigenkontakt hatten) zu T Effektorzellen
induziert.58 %°

Aus den naiven T Zellen entstehen zwei unterschiedliche T Effektorzellen: CD8*
zytotoxische T Zellen erkennen Antigenepitope, die von MHC Klasse | Molekilen
prasentiert werden, und konnen virusinfizierte oder transformierte Zellen durch
beispielsweise Ausschittung von Perforin und Granzymen oder durch Expression des FasL
und nachfolgender Induktion von Apoptose abtoten.®° Dagegen interagieren CD4* T Zellen
mit MHC Molekiilen der Klasse I, die beispielsweise von DC exprimiert werden und Peptide
phagozytierter Zellen prasentieren. Nach Erkennen des spezifischen Antigenepitops
differenzieren CD4* T Zellen in verschiedene Subpopulationen, wie zum Beispiel T
Helferzellen.®' Inre Aufgaben bestehen hauptséachlich darin, durch Interaktion mit B Zellen

die Ausschuttung von Antikorpern auszuldsen und mit Unterstitzung von Makrophagen die
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Effektorfunktionen der CD8* T Zellen zu verstarken.®? Sowohl CD4" als auch CD8* T Zellen
produzieren auRerdem verschiedene immunmodulatorische Molekiile, wie IFNy, TNF und
IL-2.%3

Das kostimulatorische Signal, auch das Zweitsignal der T Zell-Aktivierung genannt, spielt
eine besondere Rolle bei der Aktivierung und Induktion der T Zell-Proliferation, da es ohne
dieses zweite Signal nicht zu einer langanhaltenden Aktivierung der T Zelle kommt, sondern
diese in einen inaktiven Zustand fallt oder sogar stirbt.%* 8 Neben der B7 Familie, zu der
auch CD28 gehort,® spielen Mitglieder aus der TNF Rezeptorfamilie eine wichtige Rolle als
Zweitsignalgeber. Dazu zahlen insbesondere 4-1BB (CD137) und OX40 (CD134), welche
anders als CD28 erst nach Aktivierung der T Zelle durch das erste Signal auf der Oberflache
exprimiert werden.%® ¢7-6° Zysatzlich zu den direkten Zell-Zell-Kontakten zwischen T Zellen
und APC werden Zytokine benétigt, das dritte Signal der T Zell-Aktivierung.”® Zu Beginn
einer Infektion wird von Makrophagen TNF ausgeschittet, welches die Migration und
Aktivierung von Lymphozyten in das Gewebe verursacht. Durch die nachfolgende Bildung
von IL-12 kommt es zur Differenzierung naiver CD4 Zellen und zur Aktivierung zytotoxischer
T Zellen,”" welche daraufhin IL-2 ausschitten.”? Dies wiederum flhrt zur verstarkten
Proliferation und der Bildung von IFNy und TNF.

Bei der Aktivierung von T Zellen fiihrt die Integration der drei bendétigten Signale zur
Proliferation und Differenzierung von naiven T Zellen zu sogenannten Effektorzellen und
verhindert den anergen Zustand der T Zellen.”® Als Folge einer T Zell-lmmunantwort
werden flr bereits erkannte Antigene spezifische zentrale Gedachtniszellen (central
memory cells) gebildet, welche fiir lange Zeit im Korper verbleiben.” Sie halten sich wie
naive T Zellen vorwiegend in den lymphatischen Organen auf, kbnnen aber nach erneutem
Antigenkontakt als Effektor-Gedachtniszellen wieder in das periphere Gewebe migrieren
und sind mit einem hohen zytotoxischen Potential ausgestattet.”™

Mittlerweile sind viele weitere MolekUlle und Faktoren bekannt, welche eine Rolle in der T
Zell-Aktivierung und -Immunantwort spielen.*® Insbesondere der PD-1/PDL-1 (programmed
cell death protein 1/PD ligand-1) Signalweg erfahrt seit Etablierung der Checkpoint-
Inhibitoren in der klinischen Anwendung besondere Aufmerksamkeit.”® 7" Die Expression
von PD-1 wird auf den T Zellen durch Aktivierung induziert und als weitere Folge der
Immunaktivierung kommt es zur Expression von PDL-1 im umliegenden Gewebe. Dadurch
kann die Immunantwort reguliert werden und eine Uberschiefende Reaktion des

Immunsystems wird verhindert.”®
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2.2 Das Immunsystem und maligne Tumore

Das Verstandnis, was ein Tumor ist, hat sich durch die Erkenntnisse der letzten Jahre
grundlegend verandert. Ein Tumor wird nicht mehr nur als eine isolierte Masse
proliferierender Tumorzellen betrachtet, sondern als ein komplex aufgebautes Gewebe mit
verschiedenen Zelltypen, welche Uber unterschiedlichste Mechanismen im Austausch
miteinander stehen. Bis zur Etablierung eines Tumors durchlaufen die Zellen viele
funktionelle Veranderungen, welche durch das Immunsystem und das umliegende Gewebe
beeinflusst werden. Diese Veranderungen und Fahigkeiten, welche die Tumorzellen
durchlaufen und erlangen, sind als die mittlerweile acht ,Hallmarks of Cancer* bekannt.”®-8!
Sie beschreiben im Wesentlichen, welche Veranderungen Zellen durchlaufen missen, um
maligne Eigenschaften zu erhalten und welche Prozesse allen Tumoren zugrunde liegen.

Die nachfolgenden Kapitel beschreiben Sarkome als Beispiel fir solide Tumore. Diese

seltene Tumorerkrankung ist Gegenstand der Untersuchungen in dieser Doktorarbeit.

2.21 Sarkome der Weichteile und des Skelettsystems

Sarkome sind maligne Tumore, welche aus mesenchymalem Gewebe entstehen und
kénnen daher auch an nahezu jeder Stelle des Kérpers auftreten. Bisher werden einige
genetische Defekte und Umwelteinflisse wie radioaktive Strahlung mit der Entwicklung
eines Sarkoms in Zusammenhang gebracht, allerdings ist die Ursache fir diese
Tumorerkrankung trotz neuerer Erkenntnisse Uber vorhandene genetische Veranderungen
fast immer unbekannt.®2 Da sie nur ca. 1% der malignen Erkrankungen ausmachen, zahlen
sie zu den seltenen Tumoren, allerdings sind Sarkome mit 12-15% die zweit-haufigste
Tumorerkrankung bei Kindern und Jugendlichen.®® Sie werden historisch anhand des
Ursprungsgewebes in zwei Hauptklassen unterteilt: Sarkome des Skelettsystems, auch
Knochensarkome genannt, und Sarkome der Weichteile.?* & Innerhalb der beiden
Hauptgruppen gibt es eine grofRe Vielzahl an heterogenen Subtypen, bisher wurden mehr
als 100 verschiedene Sarkome beschrieben. Diese variieren hinsichtlich der biologischen
und klinischen Merkmale von niedrig-malignen Tumoren bis hin zu hochaggressiven
Tumorarten mit einem enormen Metastasierungspotenzial.8-8 Mittlerweile basiert die
Diagnostik und Klassifizierung der Sarkome neben morphologischen und
immunohistochemischen Charakteristika zunehmend auch auf molekularen Merkmalen.
Die Heterogenitat dieser Tumorerkrankung zeigt sich auch bei den genetischen
Veranderungen, welche sehr unterschiedlich sein kénnen. Einige Entitaten sind durch
bestimmte genetische Veranderungen gekennzeichnet, darunter EWS-ATF1 bei Ewing-
Sarkomen, cKIT-Mutationen bei gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) oder PAX3-

FKHR bei alveolaren Rhabdomyosarkomen.®® Komplexe Karyotypen, die in der Regel mit
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einer schlechteren klinischen Prognose einhergehen, stehen haufig in Zusammenhang mit
PTEN-, RB1-, BRCA2-, PIK3CA- oder APC-Mutationen.®*°2 Neuere Erkenntnisse zeigen,
dass manche Sarkom-Subtypen mit epigenetischen Dysregulationen in Verbindung stehen,
welche durch nur eine oder wenige genetische Veranderungen ausgelost werden 89 93

Diese deutlichen Unterschiede in ihrem biologischen Verhalten flhren auch zu einem
unterschiedlichen Ansprechen auf die Behandlung und erfordern eine interdisziplinare
Therapie. Die Behandlungsmoglichkeiten und -empfehlungen hangen von mehreren
Faktoren ab, zu denen der diagnostizierte Subtyp, das Stadium und der Grad des Sarkoms
zahlen, es werden aber auch Alter, Allgemeinzustand und Komorbiditaten der Patienten
berticksichtigt. Die Standardtherapie der Sarkome setzt sich aus einer Kombination von
Chirurgie, Chemotherapie und Bestrahlung zusammen.®* Chirurgie bedeutet oft eine
biologische Rekonstruktion oder Amputation im Zuge der ,weiten Resektion®. Fur Patienten,
die sich einer chirurgischen Resektion mit anschlieRender Chemotherapie unterziehen,
wurden Flnfjahresiiberlebensraten von 60-80 % berichtet.8® % Bei Patienten, die zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits Metastasen aufweisen oder bei denen die Krankheit erneut
aufgetreten ist, sind die Uberlebenschancen deutlich schlechter.®® °7 Auch wenn die
Erstlinienbehandlung mit  Anthrazyklinen und Alkylierungsmitteln  bei  jungen
Sarkompatienten glinstige Ergebnisse hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens
zeigt, wird das Gesamtulberleben nur geringfligig beeinflusst.®® Aufgrund der komplexen
und heterogenen Biologie von Sarkomen sind selbst molekulare zielgerichtete Therapien
nur teilweise erfolgreich.®*> Obwohl sich die Behandlungsmaoglichkeiten fur viele bosartige
Tumorerkrankungen in den letzten Jahren deutlich verbessert haben, konnten

Sarkompatienten bisher nur wenig von diesen Entwicklungen profitieren.

2.2.2 Tumorimmunologie

Bereits vor tber 100 Jahren wurde vermutet, dass das Immunsystem eine Rolle bei der
Entstehung und Bekdmpfung von Tumorerkrankungen spielt. Damals wurden
Sarkompatienten mit Coley’s Toxin behandelt, einer Injektion bestehend aus abgetdteten
Bakterien direkt in den Tumor.®® Rickblickend kann dies als Vorlaufer der modernen
Immuntherapie betrachtet werden. Vor etwa 50 Jahren wurde dann das Konzept der
Immunlberwachung (immunesurveillance) vorgeschlagen,’ und Uber mehrere
Jahrzehnte  zum  Begriff ,cancer = immunoediting“  weiterentwickelt.””"  Die
Immundberwachung und das cancer immunoediting umfassen komplexe biologische
Prozesse, welche beschreiben, wie Tumorzellen und das Immunsystem miteinander
interagieren und sich gegenseitig beeinflussen. Dabei nimmt das Immunsystem eine

Doppelrolle ein: Die Tumorzellen werden durch Effektorzellen des Immunsystems erkannt,
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wobei das Immunsystem sich selbst streng durch regulatorische Immunzellen kontrolliert.
Dabei konnen auch die Tumorzellen selbst die Immunreaktion beeinflussen, indem sie
beispielsweise |6sliche Faktoren wie Zytokine freisetzen oder immunregulatorische
Molekiile auf ihrer Oberflache exprimieren und damit das Immunsystem dampfen.'%?

Der Prozess des cancer immunoediting besteht im Wesentlichen aus drei Phasen. In der
ersten Phase erkennen und infiltrieren Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems den entstehenden Tumor. Dabei spielen insbesondere NK, T und B Zellen
neben I6sliche Faktoren eine wichtige Rolle.'® % Dadurch werden in dieser Phase, auch
Eliminierung (elimination) genannt, Tumorzellen erkannt und zerstort, welche fir die
Immunantwort empfanglich sind. Diese Phase entspricht dem Konzept der
Immundberwachung. In der zweiten Phase des cancer immunoediting besteht ein
dynamisches Gleichgewicht (equilibrium) zwischen Uberlebenden Tumorzellen und
Immunzellen, welche einen Selektionsdruck auf die Tumorzellen ausuben. Dieser
Selektionsdruck fuhrt zur Selektion von Tumorzellen, die der Immunuberwachung entgehen
konnten und damit zum Entstehen von Tumorzellpopulationen mit spezifischen
Eigenschaften.'® Die Uberlebenden Tumorzellen sind dadurch charakterisiert, dass sie in
der Lage sind, eine effektive Immunantwort aktiv zu unterdriicken oder/und resistent gegen
die Immunabwehr sind. Diese Phase kann viele Jahre dauern, bis sich ein Tumor etabliert
und in die dritte Phase, genannt escape, Uibergeht. Nun sind die Tumorzellen in der Lage,
trotz eines funktionierenden Immunsystems zu proliferieren und sogar zu metastasieren.
Diese sogenannte Immunevasion (immune escape) wird durch unterschiedlichste
Mechanismen der Tumorzellen moglich, mit denen die Interaktion des Immunsystems mit
den Tumorzellen direkt und indirekt beeinflusst wird. Beschrieben wurde, dass die malignen
Zellen die Oberflachenexpression von Tumorantigenen, mit denen sie vom Immunsystem
erkannt werden kdnnen, wie beispielsweise den Stress-induzierten Liganden des NKG2D
Rezeptors (NKG2DL) verringern oder weniger MHC Molekile exprimieren und damit
weniger Peptid-MHC Komplexe prasentieren.'6-1%° Weitere bekannte Mechanismen der
Immunevasion sind Veranderungen der Tumorzellen in ihren Signalwegen, welche z.B.
durch IFNy vermittelt werden''® oder eine erhohte Expression von anti-apoptotischen
Molekilen und somit Resistenz gegen Effektormechanismen des Immunsystems.'"" 112 Die
Immunantwort des Korpers auf Tumorzellen wird von diesen auch manipuliert, indem sie
Molekiile wie PDL-1 Uberexprimieren, um der T Zell-immunantwort zu entkommen.”® 113
Zusammengefasst findet eine intensive Interaktion zwischen Immunsystem und Tumor
statt. Die groRe Chance der Immuntherapie besteht darin, in das Zusammenspiel zwischen
Tumor und Immunsystem einzugreifen, die Interaktion zu Gunsten des Immunsystems zu

verschieben und den immune escape des Tumors aufzuheben.
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2.3 Immuntherapie bei Sarkomen

Die standardisierte Therapie von Tumorerkrankungen besteht vor allem aus der
Kombination von Chirurgie, Chemo- und/oder Strahlentherapie. Bei der Behandlung von
Weichteil- und Knochensarkomen spielt die chirurgische Resektion - falls ein operabler
Tumor besteht - eine entscheidende Rolle. Sowohl eine Bestrahlung als auch eine
neoadjuvante Chemotherapie kdnnen vor der operativen Entfernung des Tumors erfolgen,
um das Tumorvolumen zu verringern oder trotz nicht entfernbarem Gewebe mdglichst viel
Tumor zu schadigen. Mit Einfihrung der ,modernen” Chemotherapie bei der Behandlung
von Sarkomen in den 1970er Jahren konnten beachtliche Erfolge fir die Patienten erreicht
werden und das Uberleben deutlich gesteigert werden.'* "' Trotz dieser Verbesserung
entwickelt sich je nach diagnostizierter Sarkom Untergruppe bei etwa 25-50% der Patienten
nach der chirurgischen Entfernung der primaren Tumormasse ein lokales Rezidiv und/oder
eine metastatische Erkrankung.''® "7 Im Falle einer metastasierten Erkrankung ist ein
vollstandiges Ansprechen auf eine Chemotherapie bei Sarkomen eher selten, und damit
die Prognose mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 10 bis 15 Monaten
schlecht.’® "1® Zusatzlich haben die Chemo- und Bestrahlungstherapie die wesentliche
Limitation, dass sie nicht nur auf maligne, sondern auch auf normale Zellen des Korpers
wirken, was die teils betrachtlichen Nebenwirkungen verursacht.

Als eine weitere Moglichkeit in der Behandlung von Tumorerkrankungen etabliert sich
derzeit die Immuntherapie, d.h. die gezielte Aktivierung und Nutzung immunologischer
Effektormechanismen zur Eliminierung der malignen Zellen. Die Immuntherapie umfasst
ein breites Feld an Vvielversprechenden Mdoglichkeiten in der Behandlung von
Tumorpatienten, basierend auf jlngsten Erkenntnissen Uber die Interaktion von
Immunsystem und Tumoren. Die aktuell am meisten beachteten Strategien der
Immuntherapie sind die Immun-Checkpoint Inhibitoren, die Tumor-Vakzinierung, der
adoptive Zelltransfer (adoptive cell transfer, ACT) und die Immuntherapie mit
rekombinanten Antikérpern. Diese Strategien nutzen das Zusammenspiel des
Immunsystems mit dem Tumor auf unterschiedlichste Weise, um gegen die Tumorzellen
aktiv zu werden. Gréftenteils befinden sich diese Optionen im Falle der Sarkome noch in
der Erprobungsphase.

Immun-Checkpoint Rezeptoren sind inhibitorische Molekiile, welche auf der Oberflache von
Immunzellen, Tumorzellen und anderen Zellen des Tumormikromilieus exprimiert sind.
Dies kénnen Molekiile wie PD-1, PDL-1, CTLA-4, LAG-3 oder TIM-3 sein.'® Als Immun-
Checkpoint-Inhibitoren bezeichnet man mAb, welche an diese Molekiile binden und damit
die inhibitorische Wirkung der nachfolgenden Signalwege aufRer Kraft setzen. Bisher sind

fur die Therapie von Sarkomen zwei Immun-Checkpoint Inhibitoren zugelassen:
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Dostarlimab, ein Antikérper gegen PD-1, fir die Therapie von Patienten mit einem
fortgeschrittenen Sarkom, welches eine Mismatch-Reparatur-Defizienz (DNA mismatch
repair deficiency, dMMR) aufweist. AuRerdem ist Pembrolizumab, ebenfalls ein PD-1
Inhibitor, fir die Behandlung von Patienten mit einem fortgeschrittenen Sarkom mit dAMMR
und infolgedessen hoher Mikrosatelliteninstabilitdt (high microsatellite instability, MSI-H)
oder einer hohen Tumormutationslast (high tumor mutational burden, TMB-H)
zugelassen.'?!

Bei der Tumor-Vakzinierung werden den Patienten DC, tumorspezifische Peptide oder
daflr codierende RNA zusammen mit einem immunstimulierenden Adjuvans appliziert.'?*
123 Durch die Immunisierung beispielsweise mit einem Tumorpeptid soll das Immunsystem
des Patienten zu einer spezifischen Reaktion gegen den Tumor angeregt werden. Bisher
ist fur die Behandlung von Sarkomen keiner dieser Anséatze zugelassen. Im Rahmen einer
klinischen Studie wurden beispielsweise Peptide fir eine Vakzinierung verwendet
basierend auf den Gangliosiden GM2, GD2 und GD3 (NCT01141491).

Beim ACT werden Immunzellen wie NK oder T Zellen des Patienten bzw. von gesunden
Spendern isoliert, ex vivo manipuliert, anschlieRend expandiert und dann bei dem
Tumorpatienten angewendet.'?* 125 Bisher wurden mit T Zellen, welche mit einem TCR oder
einem chimaren Antigenrezeptor (chimeric antigen receptor, CAR) verandert wurden,
beeindruckende Ergebnisse bei der Therapie von hdmatologischen Neoplasien erreicht.'?®
27 Fir die Therapie von Sarkomen ist dieser Ansatz bisher noch nicht etabliert.

Eine weitere Strategie der Immuntherapie ist die Verwendung von monoklonalen
Antikérpern (monoclonal antibody, mAb). Therapeutische mAb sind heute bereits vielfach
zur Therapie maligner Erkrankungen zugelassen und konnten die Prognose einzelner
Tumorerkrankungen deutlich verbessern.?® Beispielsweise ist mit dem mAb Rituximab,
welcher gegen CD20 gerichtet ist, ein durchschlagender therapeutischer Erfolg in der
Behandlung des B Zell-Lymphoms gelungen, welcher Wegweisend flr weitere Forschung
auf diesem Gebiet war.'® Allerdings hat die Therapie der Sarkome bisher nicht von den
Entwicklungen anderer Tumorerkrankungen profitiert.

In den folgenden Kapiteln wird aufgrund der Bedeutung fiir die vorliegende Doktorarbeit im

Besonderen auf therapeutische Antikérper eingegangen.

2.3.1 Struktur und Eigenschaften von Antikorpern

Als Teil des humoralen adaptiven Immunsystems werden Antikorper von Plasmazellen
nach Antigen-Kontakt produziert, freigesetzt und kénnen nach Bindung an ihr spezifisches
Antigen ihre Aufgaben erflillen: die Erkennung, Markierung, Neutralisierung und

Bekampfung von Pathogenen wie Viren und Bakterien, aber auch fremden Zellen."° Paul
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Ehrlich erkannte bereits vor mehr als 100 Jahren, dass die Bindung eines Antikérpers an
sein Antigen auf dem Schlissel-Schloss Prinzip basiert.”®' Antikérper, auch Ig genannt,
sind biochemisch gesehen Glykoproteine bestehend aus vier Polypeptidketten. Insgesamt
gibt es funf unterschiedliche Klassen von Antikérpern, IgA, IgD, IgE, I1gG und IgM. Im Blut
des Menschen kommen vor allem IgG und die pentameren IgM Molekiile vor, erstere
kénnen aufgrund ihrer geringen molekularen GréRe leicht Blutgefale durchdringen und
haben im Vergleich mit den anderen Antikérper Klassen eine langere
Serumhalbwertszeit.'*? Daher eignen sich Ig vom Typ IgG vor allem zur Produktion von
therapeutischen Antikorpern.

Durch zwei identische leichte Ketten (25 kDa) sowie zwei identische schwere Ketten (50
kDa), welche kovalent miteinander verbunden sind, entsteht die bekannte Y-Struktur der
IgG Antikorper (Abbildung 1).'3% 3% Die schweren Ketten eines IgG bestehen jeweils aus
einer N-terminalen variablen (Vy) sowie drei konstanten Doméanen (Ch1, Cn2, Cn3) und
definieren den Isotyp des Antikdrpers. Dabei sind die C41 und Cu2 Doméane Uber eine
flexible Hinge Region miteinander verbunden. Die leichten Ketten besitzen ebenfalls eine
N-terminale variable (VL) bei nur einer konstanten Doméane (C.)."**"¥" IgG lassen sich in
zwei Fab, sowie einen Fc (fragment crystallizable) Teil unterteilen. Die variablen Domanen
der schweren und leichten Ketten enthalten drei hypervariable Domanen, die sogenannten
complementarity determining regions (CDR) 1-3 und werden von einer Gerlstregion
umgeben (framework regions, FR). Diese CDR der V4 und V. bestimmen gemeinsam die

Antigenspezifitat des Antikorpers.

Fab Teil

Hinge Region

Fc Teil

Abbildung 1 Aufbau eines humanen IgG.
Dunkelgrau: schwere Ketten mit variablen (Vy) und konstanten Domanen (Cy). hellgrau:

leichte Ketten mit variablen (V) und konstanten Doméanen (C,). Erstellt mit biorender.com.
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Die groRe Vielfalt der CDR, bedingt durch somatische Rekombination und weiteren
Prozessen wie junktionale Diversitat, resultiert in einer extrem grof3en Zahl an méglichen
Antigen-Spezifitaten und somit Diversitat der Antikorper.'3-14" Diese enorme Vielfalt wird
noch durch die Méglichkeit, verschiedene V4 und V. zu kombinieren vergréRert und flhrt
zu einem Repertoire von geschatzt 10" Antikorpern.'#1-143 Die 1975 von Koéhler und Milstein
eingefiihrte Hybridomtechnologie mit der Maoglichkeit, mAb kinstlich mit definierter
Spezifitat herzustellen, hat den Grundstein flir den Einsatz von therapeutischen Antikérpern
gelegt.™ Heute spielen unterschiedlichste mAb in der Therapie von malignen

Erkrankungen eine wichtige Rolle.

2.3.2 Wirkungsweise von IgG Antikorpern

Essentiell fir die Auslésung der Wirkmechanismen eines Antikorpers ist die
Immobilisierung an sein Zielantigen, erst dadurch kann er seine Wirkung entfalten. Dabei
kann vermittelt durch die Bindung der Fab Fragmente an das Epitop auf der Zielzelle eine
direkte Wirkung ausgelbt werden. Es kdnnen beispielsweise Signalwege der Interaktionen
eines Rezeptors durch agonistische oder antagonistische Antikorper stimuliert bzw.
blockiert werden. Ein Beispiel dafir ist die Induktion von Apoptose durch Bindung von
agonistischen  Antikorpern an  Apoptose-Rezeptoren.™® 146 Der gegen den
GefalBwachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) gerichtete Bevacizumab
oder der gegen HER2 gerichtete Trastuzumab sind klinisch angewendete Beispiele fir
mAb, die tumorigene Signale blockieren und dadurch ihre Wirkung ausiben. 7. 148

Die Wirkungen auf Effektormolekile oder -zellen des Immunsystems werden als indirekte
Wirkung eines Antikérpers bezeichnet. Dabei entfalten sie nach Bindung ihres Antigens ihre
Wirkung zum groRen Teil Uber ihr Fc Fragment."™® Dazu gehort beispielsweise die
Komplement-abhangige Zytotoxizitat (complement dependent cytotoxicity, CDC), welche
Uber die Bindung von mindestens zwei immobilisierten Fc Teilen an den Komplementfaktor
C1q vermittelt wird. Dadurch wird eine Signalkaskade ausgel6st, welche schlielich in der
Zielzell-Lyse resultiert.”® Eine weitere wichtige indirekte Wirkung ist die Rekrutierung und
Aktivierung von Immunzellen, die einen spezifischen Rezeptor fir den Fc Teil des
Antikorpers besitzen.** Fc Rezeptoren (FcyR) exprimierende Zellen mit einem
unterschiedlichen Repertoire von FcyRI, FcyRIl und FeyRIIl sind beim Menschen fast alle
hamatopoetischen Zellen - im Hinblick auf die in dieser Dissertation durchgefiihrten
Arbeiten soll bereits hier darauf hingewiesen werden, dass insbesondere CD4- und CD8-
positive T Zellen keine FcyR exprimieren. Die Rezeptoren FcyRI, FcyRlla, FcyRllc und
FcyRllla (CD16a) sind aktivierende Rezeptoren, wahrend FcyRIlb ein inhibierender

Rezeptor ist. Die meisten Zellen besitzen sowohl inhibierende als auch aktivierende FcyR
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auf ihrer Oberflache, wahrend B Zellen nur FcyRIIb und NK Zellen nur aktivierende FcyR,
vor allem FcyRllla exprimieren.** 151. 152 NK Zellen, die ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
behandelt werden, sind die wichtigste Zellpopulation bei der Vermittiung der ADCC. Nach
Bindung des Fc Teils eines Antikdrpers an FcyRllla werden Uber intrazellulare Signalwege,
bei denen immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAM) beteiligt sind, die
Bildung und Freisetzung von Immun-Effektormolekiilen wie Perforin und Granzym B oder
den Apoptose-induzierenden FasL und schlieBlich die Zielzell-Lyse induziert.®> 53
Auflerdem kommt es zur Freisetzung von IFNy, mit welchem NK Zellen, wie bereits
beschrieben, die Immunreaktion des adaptiven Immunsystems auslésen und vermitteln.'s?
Mittlerweile wurde gezeigt, dass auch andere Zellen wie NKT Zellen, yd T Zellen oder
Monozyten ADCC ausiiben kdnnen. %4157

Zu den weiteren Mechanismen, die Uber die Interaktion des Fc Teils mit FcyR induziert
werden, gehodrt die antikérperabhangige zellulare Phagocytose (antibody dependent
cellular phagocytosis, ADCP) durch Makrophagen, DC, Neutrophile und Granulozyten.'®®
Nach Bindung eines Antikorpers an sein Antigen kdnnen diese Zellen ihn beispielsweise
mit dem FcyRIla erkennen und die Antigen-Antikdrper Komplexe aufnehmen. Durch eine
nachfolgende Antigenprasentation auf MHC Klasse | Molekilen kann durch APC dann das
adaptive Immunsystem involviert werden.

Insbesondere die ADCC als wichtige Effektorfunktion der IgG Antikdrper wird inzwischen
bei zahlreichen therapeutischen Antikérpern genutzt und durch den Einsatz von
rekombinanten Technologien deren Wirksamkeit auf unterschiedliche Art und Weise

verbessert.'%®

2.3.3 Fc-optimierte Anti-Tumor Antikorper

Im Laufe der Jahrzehnte wurden Anti-Tumor Antikérper fortlaufend durch neue
Erkenntnisse verbessert. Die ersten therapeutisch eingesetzten mAb bestanden aus
murinen IgG, allerdings war die Effektivitat dieser Molekile eher gering. Die Ursache war
vor allem die schwache Affinitat humaner FcyR fir murine Antikdrper, aullerdem kam es
vielmals zur Bildung von humanen Anti-Maus Antikérpern und dadurch zur Neutralisation
der therapeutischen mAb.'® Bei der zweiten Generation von therapeutischen Antikbrpern
wurde dieses Problem geldst, indem chimare Molekile durch Einflihrung eines humanen
Fc Teils oder mittels der phage display Technologie vollstandig humanisierte Antikérper
generiert wurden. Damit wurde die Wirksamkeit der therapeutischen mAb deutlich
verbessert und die Immunogenitat herabgesetzt.6'-164

Um den hauptsachlichen Wirkungsmechanismus der mAb auf Immun-Effektorzellen, die

ADCC, fur die Behandlung von Tumorerkrankungen zu verbessern, wird bei der
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sogenannten dritten Generation der therapeutischen Antikérper versucht, eine
Affinitatssteigerung des Fc Fragments zu den FcyR zu erreichen. Bekannt ist, dass dabei
die Glykosylierung des Fc Teils eine Rolle spielt. Durch das Fehlen von Fucose im
Glykosilierungsmuster des IgG kommt es zu einer gesteigerten Affinitat zu FcyRIlla und als
Folge zu einer verbesserten ADCC.'®® Ein prominentes Beispiel dafiir ist Obinutuzumab,
ein anti-CD20 Antikérper flr die Therapie der CLL, mit einem modifizierten Fc Teil ohne
Fucose und dadurch einer Uberlegenen Wirkung gegeniiber Rituximab.'®® 187 Eine weitere
Mdglichkeit, die ADCC zu verstarken, besteht in der Veranderung der Aminosauresequenz
des Fc Fragments der mAb. Neben mehreren bekannten Modifikationen, welche die
Affinitat zu FcyRlIla und FcyRllla erhéhen, jedoch zu anderen FcyR unverandert lasst, 68 ist
bekannt, dass die sogenannte SDIE Modifikation zur Verbesserung der ADCP und ADCC
fahrt (Abbildung 2A, B)."®% 170 Dabei wird ein Aminos&ureaustausch (S239D und I1332E) in
der Cu2 Domane durchgefihrt, wodurch die Affinitat zu den aktivierenden FcyRlla und
FcyRllla erhdéht wird, jedoch auch zu dem inhibitorischen FcyRIlb. Trotz dieser
Einschrankung konnte gezeigt werden, dass die ADCC und ADCP durch SDIE-optimierte

Antikorper deutlich verbessert sind.'""

2.3.4 Bispezifische Antikorper und Fusionsproteine

Eine weitere Strategie, um die Effektivitat der Antikdrper-basierten Immuntherapie zu
verbessern, ist die Entwicklung von bispezifischen Antikérpern (bispecific antibodies,
bsAb), welche zwei unterschiedliche Antigen-bindende Strukturen besitzen. Durch ihre zwei
Spezifititen kdnnen sie gleichzeitig an ein tumorassoziiertes Antigen (TAA) und an ein
immunmodulierendes Molekl binden. Der Vorteil dieses bispezifischen Formats liegt darin,
dass sie eine gezieltere Immunaktivierung als mAb ermdglichen, da sie spezifische
Rezeptoren aktivieren und dadurch eine definierte Effektorzell-Population rekrutieren
kénnen. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Interaktion von mAb mittels ihrer Fc Teile mit
FcyR durch Komponenten des Komplementsystems beeintrachtigt und von FcyR
Polymorphismen wie V158F in FcyRllla abhangig ist.”" 2 So kann mit bsAb eine
Stimulation von CD16, CD3, CD28 oder anderen Effektorantigenen eine spezifischere
Stimulation erreicht werden. Dadurch wird vor allem ermdéglicht, neben einer Immunantwort
der NK Zellen und anderer FcyR exprimierender Zellpopulationen auch eine T Zell-
vermittelte Immunantwort zu induzieren, welche im Vergleich zu ersteren ein héheres
Effektorpotential besitzt.”® Dies flhrt im Idealfall zu einer Tumorzell-restringierten
Aktivierung der T Zellen und zu einer Reduktion der unerwlinschten Nebenwirkungen.'”

Unter physiologischen Bedingungen erkennen T Zellen, wie oben beschrieben, spezifisch

Antigen-beladene MHC Komplexe und werden, nachdem ihr TCR diese gebunden hat, mit
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Hilfe des CD3 Komplexes aktiviert. BsAb konnen T Zellen aktivieren, nachdem sie ihr
Zielantigen gebunden haben und es durch die gleichzeitige Bindung an CD3 zu einer
Quervernetzung des TCR-CD3 Komplexes kommt."”> Damit ist die Aktivierung der T Zellen
nicht mehr von der Bindung eines MHC-Peptid Komplexes abhangig.

Der erste zugelassene bsAb war im Jahre 2009 Catumaxomab zur Behandlung des
Peritonealkarzinoms, ein epithelial cell adhesion molecule (EpCAM)xCD3 Antikérper mit
funktionellem Fc Teil.'”® Er wurde mittels Quadroma Technologie generiert und besteht aus
je einer schweren und leichten Kette zweier verschiedener mAb (Abbildung. 2C). Ein
weiteres, prominenteres Beispiel fur einen bsAb ist Blinatumomab (Amgen), ein CD19xCD3
Antikorper im bispecific T cell engager (BiTE) Format (Abbildung. 2D). Er wurde 2015 in
Europa fir die Therapie der akuten lymphatischen Leukadmie (ALL) und des Non-Hodgkin-
Lymphoms zugelassen.'””: 78 Ein BiTE wird aus zwei miteinander verbundenen single chain

variable fragments (scFv) bestehend jeweils aus Vy und V. eines Antikdrpers hergestellt.

A
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von unterschiedlichen anti-Tumor Antikdrpern.
A Monospezifischer IgG. B Monospezifischer Fc-optimierter 1gG. C Bispezifischer

Quadroma Antikdérper. D BiTE. E Bispezifisches Fusionsprotein mit NKG2D (NKG2D BFP).

F Bispezifisches Fusionsprotein Tebentafusp. Erstellt mit biorender.com.

Mittlerweile kennt man unzahlige weitere Formate von bsAb, welche sich in ihren
Eigenschaften unterscheiden. Formate, die ein Fc Fragment enthalten und ein hohes

Molekulargewicht haben, zeichnen sich etwa durch eine hohe Serumhalbwertszeit aus,
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wahrend bei kleineren Molekllen wie BIiTE haufig eine Dauerinfusion aufgrund der
niedrigen Serumhalbwertszeit notwendig ist. Dafiir zeichnen sich diese haufig durch eine
verbesserte Gewebspenetration und einen besseren Zugang zu Antigenen aus.'”® 18

Eine besondere Form der bsAb sind die BFP. Das besondere an BFP ist, dass Uber eine
Verbindungsstruktur (Linker) Molekule, welche keine Antikorper sind, mit einem Antikdper
oder einem Antikérper Fragment fusioniert werden. Auch hier gibt es viele unterschiedliche
Formate.'”® Bisher ist aus dieser Gruppe der bsAb Tebentafusp fiir die Behandlung des
metastasierten Aderhautmelanoms seit 2022 zugelassen, ein TCR/CD3 BFP, welches ein
CD3 scFv und einen HLA-A*02:01 spezifischen TCR mit verbesserter Affinitat enthalt
(Abbildung 2F).™®

In eigenen Vorarbeiten wurden NKG2D-CD16 und NKG2D-CD3 BFP entwickelt, die aus
der extrazellularen Domane des Immunrezeptors NKG2D bestehen und lber einen Fc Teill
mit anti-CD16 bzw. anti-CD3 Fab Fragmenten fusioniert sind (Abbildung 2E) und nach
Bindung an die Liganden des NKG2D Rezeptors (NKG2DL) die Rekrutierung von NK bzw.
T Zellen (iber NKG2D ermdglichen. 82

24 Tumorassoziierte Antigene (TAA)

Um die Effizienz der Behandlung und die therapeutische Sicherheit der anti-Tumor
Antikorper zu gewahrleisten, missen Zielantigene bestimmt werden, die im Tumorgewebe
homogen exprimiert werden, wahrend sie im Idealfall auf gesundem Gewebe nicht
vorhanden sind. Bisher sind wenige tumorspezifische Antigene, welche ausschlielich von
malignen Zellen aufgrund von tumorspezifischen Mutationen exprimiert werden, bekannt.
Hingegen kénnen die meisten gebrauchlichen TAA auch auf gesunden Korperzellen
vorkommen, wobei oft eine starke Uberexpression der Antigene auf Tumorzellen zu
beobachten ist. Bei Sarkomen ist dies eine besondere Herausforderung, da es bisher keine
gut etablierten Zielantigene gibt, unter anderem wegen der grof3en Unterschiede zwischen
den vielen Subtypen.'?' Im Rahmen dieser Arbeit wurden TAA herangezogen, fir welche
die Expression bei einigen Tumorentitaten bekannt ist und erst wenig fur Weichteil- und
Knochensarkome beschrieben wurden. Daher wird im Folgenden naher auf diese

eingegangen.

2.41 NKG2D Liganden (NKG2DL)

Der Immunrezeptor NKG2D erkennt mehrere MHC Klasse | Molekul-ahnliche Liganden
(NKG2DL) und ist der einzige Rezeptor flr die bisher bekannten NKG2DL. In gesunden

humanen Zellen werden NKG2DL weitestgehend nicht oder nur sehr niedrig exprimiert.
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Daher sind NKG2DL von groRem Interesse als TAA fiirimmuntherapeutische Strategien.'®3
Durch pathologische Veranderungen, wie beispielsweise maligne Transformation, Infektion
oder Hitzeschock, wird die Expression von NKG2DL auf der Oberflache von Zellen induziert
und damit Zellstress signalisiert.’® 18 Anhand der Sequenz und Struktur werden die
NKG2DL in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe umfasst die MHC class | related chain
(MIC) Molekdle, die andere die UL 16 binding protein (ULBP) Moleklle, welche auch RAET1
(Retinoic Acid Early inducible Transcript 1) genannt werden.'® Die Bezeichnung ULBP
leitet sich von der urspriinglichen Charakterisierung dreier ULBP-Molekiile als Liganden
des UL16-Proteins des Cytomegalievirus ab.'8® Bisher bekannt sind die NKG2DL MICA und
B sowie ULBP1-6.

Die Expression der NKG2DL wird Uber komplexe, noch nicht vollstandig verstandene
Ablaufe geregelt und durch eine Vielzahl von Mechanismen sorgfaltig reguliert.’®” Diese
umfassen Prozesse auf verschiedenen Ebenen, zu denen transkriptionelle, post-
transkriptionelle  sowie  post-translationale  gehoren.’®  Neben  zellintrinsischen
Mechanismen wird die NKG2DL Expression auch durch I6sliche Faktoren moduliert, die in
der Tumorumgebung freigesetzt werden.'® An der Induktion von NKG2DL beteiligt sind
unter anderem DNA damage pathways. Zusatzlich unterliegen die NKG2DL einem hohen
Mal} an posttranskriptionaler Regulierung wie z.B. dem Shedding, einem Vorgang, bei dem
der extrazellularen Teile der NKG2DL proteolytisch freigesetzt wird.'7 190

NKG2DL weisen eine grol3e Vielfalt auf, allerdings ist der Grund dieser Diversitat bisher
noch unklar. Die Vielfalt der NKG2DL wird zusatzlich durch ihren genetischen
Polymorphismus vergrofert. Fir MICA wurden beispielsweise bisher tber 100 Allele und
fur MICB mehr als 40 Allele beschrieben. Eine Vermutung ist, dass die Vielzahl an NKG2DL
durch konstante evolutiondre Weiterentwicklung zum Vorteil fir die Uberwachung durch
das Immunsystem wurde. Dadurch kénnte es flir Tumore und Pathogene schwieriger
geworden sein, dem Immunsystem zu entkommen.’®" Zusatzlich konnte wegen der
unterschiedlichen Bindungsaffinitdten eine feine Abstimmung der NKG2D-vermittelten
Immunantwort moglich sein.’® NKG2DL kénnen nicht nur membrangebunden auf der
Zelloberflache vorkommen, sondern auch abgespalten in I6slicher Form (sNKG2DL) oder
als Teil von Exosomen.'%?

Neben ihrer evolutionar entwickelten Rolle in der Immuniberwachung bieten sich NKG2DL
auf Tumorzellen als geeignetes Ziel fur immuntherapeutische Ansatze wie mAb oder BFP
an.'8% 193 Beschrieben wurde ihre Expression in variabler Zusammensetzung in humanen
Tumorzellen wie beispielsweise bei der akuten myeloischen Leukamie (AML), dem

Bronchialkarzinom, Mammakarzinom sowie bei Sarkomen. 94198
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242 B7-H3
B7-H3 (CD276 oder B7RP-2) gehdrt zur B7 Proteinfamilie und wird als integrales

Transmembranprotein klassifiziert. Das Protein besteht aus einer Transmembrandomane,
einer kleinen intrazelluldren und einer extrazellularen Doméane. Diese besteht aus zwei
identischen Paaren bestehend jeweils aus einer variablen Doméane und einer konstanten
Doméne eines 1g."%% 2% Bislang wird die immunregulatorische Rolle von B7-H3 noch
diskutiert, auch sein Rezeptor ist noch nicht bekannt. Zumindest fiir das murine B7-H3 wird
eine eher immunsupprimierende Wirkung vermutet, seine Expression auf APC reduziert
sowohl die T Zell-Aktivierung als auch die Freisetzung von Zytokinen.?°' Fir humanes B7-
H3 ist seine Expression auf APC bekannt, so kann es auf DC durch verschiedene Stimuli
wie IFNy und LPS induziert werden.?°? 203 Aufgrund seiner immunmodulatorischen
Eigenschaften scheint humanes B7-H3 die anti-Tumor Reaktivitat von T und NK Zellen
einzuschranken.?%42% Dieser Effekt konnte durch die Blockade von B7-H3 aufgehoben
werden, die anti-Tumor Effekte von zytotoxischen T Zellen und NK Zellen wurden dadurch
erhoht.207. 208

Die Expression von B7-H3 wurde fir eine Vielzahl von humanen Tumorarten
nachgewiesen, darunter sind Gliome, AML, Lungenadenokarzinom, Ovarialkarzinom,
Pankreaskarzinom und auch bestimmte Sarkome, wahrend es in gesundem Gewebe kaum
oder nur schwach vorhanden ist.2®2"" Weiterhin wird die Expression von B7-H3 auf
Tumorgewebe mit einem unglinstigen Krankheitsverlauf und einer schlechten Prognose flir
die Patienten in Verbindung gebracht, beschrieben wurde dies bereits auch fur Patienten
mit Knochensarkomen.?'?2'S Dar(iber hinaus ist bekannt, dass B7-H3 bei vielen malignen
Tumoren auf TumorgefaRen exprimiert wird.2'8 217

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse scheint B7-H3 ein attraktives Zielantigen flr die

Immuntherapie zu sein.?'®
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3 Zielsetzung der Arbeit

Die Erkenntnisse der letzten Jahre Uber das Zusammenspiel von Tumorzellen und
Immunzellen haben die Einflihrung der Immuntherapie fir die Behandlung von vielen
Tumorerkrankungen ermdglicht.?'® In diesem Zusammenhang sind anti-Tumor AntikGrper
seit langerem in der klinischen Anwendung etabliert und haben die therapeutischen
Méoglichkeiten bei vielen malignen Erkrankungen erheblich verbessert. Trotz ihrer Erfolge
Iasst die therapeutische Wirksamkeit von anti-Tumor Antikorpern jedoch erheblichen Raum
fur Verbesserungen, und in vielen Fallen, insbesondere in der Therapie von Weichteil- und
Knochensarkomen, sind geeignete Antikérper noch nicht verfugbar. Eine wichtige
Grundvoraussetzung fiir die zielgerichtete Therapie mit anti-Tumor Antikorpern ist die
Identifizierung von Antigenen, welche mdglichst breit auf malignem, aber kaum auf
gesundem Gewebe vorhanden sind. Insbesondere fur die heterogene Gruppe der Sarkome
sind bisher wenige solcher TAA etabliert.

Eine Maoglichkeit, um mAb in ihrer Effizienz bei der Tumorbehandlung zu verbessern
besteht darin, Antikbrper mit zwei Spezifititen auszustatten. Dadurch bindet der
entstandene bsAb oder das BFP neben dem TAA auch an ein immunstimulatorisches
Molekul und kann so Immunzellen wie NK und T Zellen zum Tumor rekrutieren und ihre
Effektormechanismen, welche letztendlich zur Tumorlyse fihren, verstarken. Ein weiterer
vielversprechender Ansatz zur Verbesserung der Wirksamkeit von mAb zur
Tumorbehandlung ist die Steigerung ihrer immunstimulatorischen Fahigkeit, insbesondere
durch Verbesserung der Fahigkeit, ADCC zu induzieren.' Eine erhohte Affinitat zu
FcyRllla und eine damit verstarkte ADCC kann beispielsweise durch Modulation der
Aminosauresequenz des Fc Teils erreicht werden, wie die Substitutionen S239D/I332E.%2°
Diese Modifikation ist in mAb enthalten, die gegenwartig klinisch gepruft werden, au’erdem
wurden in vorausgehenden eigenen Arbeiten mehrere mAb und Antikorper-basierte
Konstrukte mit dieser Fc Modifikation praklinisch getestet.94 221-225

Fur Sarkome wie auch fir andere Tumorarten ist bekannt, dass NKG2DL haufig exprimiert
sind, jedoch in gesundem Gewebe im Allgemeinen nicht vorkommen.'% 226 Dies liefert die
Rationale fir die Nutzung von NKG2DL als Zielstrukturen fir immuntherapeutische
Ansatze. In der Vergangenheit wurden zur Behandlung der AML bereits NKG2D BFP
generiert, welche aus der extrazellularen Domane des NKG2D Rezeptors bestehen und mit
Fab Fragmenten fusioniert sind, die entweder gegen CD3 (NKG2D-CD3) oder CD16
(NKG2D-CD16) gerichtet sind.®2

B7-H3 (CD276), ein Mitglied der B7 Familie, erfahrt in jlingster Zeit grol3es Interesse als
neues, vielversprechendes Zielantigen fir die Immuntherapie.?'® B7-H3 wird in vielen

Tumorarten stark exprimiert, wahrend die Expression in gesundem Gewebe eher gering ist.
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Auch fir viele Weichteil- und Knochensarkome aus der mehr als 100 Subtypen
umfassenden, heterogenen malignen Erkrankungsgruppe ist die Uberexpression von B7-
H3 bekannt. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein Fc-optimierter, gegen B7-H3
gerichteter mAb entwickelt und evaluiert.

In der vorliegenden Arbeit sollten somit neuartige therapeutische Antikérper praklinisch zur

Verwendung bei Weichteil- und Knochensarkomen untersucht werden.
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4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der beiden Forschungsartikel, die dieser kumulativen
Dissertation zugrunde liegen, zusammengefasst.??”- 228 Beide Publikationen sind im Anhang

beigefligt.

4.1 Bispezifische NKG2D-CD3 und NKG2D-CD16 Fusionsproteine als neue
Behandlungsoption fiir fortgeschrittene Sarkome

In dieser Arbeit wurden BFP mit NKG2DL als Zielantigen und einem anti-CD16 oder anti-
CD3 (NKG2D BFP) zur Rekrutierung von NK oder T Zellen als Effektorzellen gegen

Sarkome praklinisch untersucht.??’

Es wurde bereits fur verschiedene Weichteil- und Knochensarkome beschrieben, dass sie
unterschiedliche NKG2DL mit variierender Intensitat exprimieren.' 22° Zunachst wurde die
mRNA Expression der NKG2DL MICA, MICB und ULBP1-4 in Sarkom-Zelllinien
unterschiedlichen Ursprungs charakterisiert. Die untersuchten Zellen beinhalten:
Rhabdomyosarkom (RD-ES), Osteosarkom (SaOs), Liposarkom (SW872), Synovialsarkom
(SW982) und Chondrosarkom (SW1353). Die Analyse der mRNA mittels gPCR bestatigte
die Expression von mehreren NKG2DL mit variablen Expressionsmustern in allen
getesteten Sarkom-Zelllinien. Wahrend die mRNA von MICA, ULBP2 und ULBP3 in allen
Sarkomen nachweisbar war, konnte die mMRNA von MICB und ULBP4 nur in sehr geringen
Mengen detektiert werden.

Im nachsten Schritt wurde die Proteinexpression der NKG2DL auf der Zelloberflache mit
spezifischen Antikdrpern gegen MICA, MICB und ULBP1-4 bestimmt. Fir die Analyse der
Expression von ULBP5 und 6 wurde ein mAb verwendet, welcher beide Proteine in
Kombination mit ULBP2 erkennt. Die auf der Oberflache der Zelllinien nachweisbare
Expression der NKG2DL spiegelte nicht die ermittelten mMRNA Mengen wider, was dadurch
erklarbar ist, dass die NKG2DL Proteinexpression einer posttranslationalen Regulation
unterliegt.”® 230 MICA und ULBP2 wiesen unter den getesteten Zelllinien die hochste
Pravalenz sowie das hdéchste Oberflachenexpressionsniveau auf, wahrend ULBP1 und
ULBP4 nicht auf der Oberflache nachgewiesen werden konnten. Die Untersuchung mittels
eines chimaren NKG2D-Fc Fusionsproteins zur gleichzeitigen Analyse aller verschiedenen
NKG2DL zeigte ebenfalls unterschiedliche Farbeintensitaten bei den Zelllinien. Die
Unterschiede zur Farbung mit Antikérpern basieren moglicherweise auf der Tatsache, dass
jeder einzelne NKG2DL eine unterschiedliche Affinitat fir den NKG2D Rezeptor hat,®® die

nicht mit der Bindung eines Antikérpers an sein jeweiliges Epitop vergleichbar ist. Auf der
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Grundlage der Ergebnisse fiir die NKG2DL Expression wurden die Zelllinien SaOs, RD-ES
und SW1353 fir die folgenden funktionellen Untersuchungen ausgewahit.

In einem weiteren Schritt wurde die NKG2DL Expression auf primaren Sarkomzellen von
Patienten mit Sarkomen unterschiedlicher Subgruppen durchflusszytometrisch analysiert.
Die Sarkomzellen der Patienten wurden dabei durch Dissoziation des operativ entfernten
Primartumors und anschlielender Kultur zur Gewinnung der adharenten Tumorzellen
erhalten. Eine durchflusszytometrische Analyse ergab erneut eine unterschiedliche
Anfarbung der NKG2DL mit dem NKG2D-Fc Fusionsprotein und den murinen Antikdrpern
gegen MICA, MICB und ULBP1-4. Bei in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten der
Primartumore wurde zusatzlich eine H&E-Farbung zur ldentifizierung der Sarkomzellen
durchgefuhrt und die Diagnose bestatigt.

Als Nachstes wurde die Fahigkeit der BFP NKG2D-CD16 und NKG2D-CD3, NK und T
Zellen zu den Sarkomzellen zu rekrutieren, untersucht. Dazu wurden PBMC von gesunden
Spendern mit Sarkomzellen in Gegenwart oder Abwesenheit von NKG2D-CD16 und
NKG2D-CD3 BFP inkubiert. Die Rekrutierung der Immunzellen zu den Sarkomen wurde
mittels Immunfluoreszenzfarbung optisch quantifiziert, indem die Anzahl der kolokalisierten
Effektor- und Zielzellen pro Sichtfeld (Field of view, FoV) bestimmt wurde. In drei
unabhangigen Experimenten und mit zwei verschiedenen Zelllinien wurde nach
Behandlung mit NKG2D-CD16 ein signifikanter Anstieg der CD16* Zellen beobachtet,
welche mit Sarkomzellen interagierten. Ein ahnlicher Effekt wurde fir CD3* Zellen
beobachtet, wenn Sarkomzellen mit PBMC in Anwesenheit des NKG2D-CD3 Konstrukts
inkubiert wurden. Dabei wurde eine verstarkte Rekrutierung von NK und T Zellen im
Vergleich zu mitgeflihrten Kontrollen nach Behandlung mit dem jeweiligen BFP bestatigt.
Weiterhin wurde das Potenzial der NKG2D BFP ermittelt, eine Reaktivitat der Immun-
Effektorzellen gegen Sarkomzellen auszulésen. Zu diesem Zweck wurden PBMC von
gesunden Spendern mit den Sarkomzellen SW1353, RD-ES oder SaOs in Gegenwart oder
Abwesenheit von BFP kultiviert. Die durchflusszytometrische Analyse des
Aktivierungsmarkers CD69 auf NK und T Zellen ergab, dass bei Behandlung mit beiden
Konstrukten eine signifikante Aktivierung von NK bzw. CD4" und CD8* T Zellen ausgeldst
wurde. Die Bestimmung der Degranulierung der Effektorzellen mittels des Markers CD107a
bestatigte, dass NKG2D-CD16 und NKG2D-CD3 Degranulation von NK bzw. T Zellen
induzieren. Eine zusatzliche Analyse freigesetzter immunmodulatorischer Molekile in den
Kokultur-Uberstanden mit Hilfe eines Legendplex Assays zeigte einen signifikanten Anstieg
der IFNy Sekretion nach der Behandlung mit NKG2D-CD3. Die Sekretion von Perforin war
in den Uberstanden der mit NKG2D-CD16 behandelten Zellen deutlich erhéht. Dariiber

hinaus wurde nach der Behandlung mit NKG2D-CD16 eine tendenziell erhéhte Sekretion
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von Granzym A und Granulysin festgestellt. Um die Induktion von Perforin und IFNy in den
Effektorzellen durch die Behandlung mit den BFP zu belegen, wurde die intrazellulare
Bildung der beiden Moleklle durchflusszytometrisch untersucht. Nach Behandlung mit den
NKG2D BFP war die Expression von Perforin sowohl bei CD4* als auch bei CD8" T Zellen
signifikant erhéht. Die Bildung von IFNy wurde in CD8* T Zellen stark induziert, wahrend
die Auswirkungen auf CD4* T Zellen nur marginal waren. Die Analyse der NK Zellen ergab,
dass sie bereits konstitutiv grol’e Mengen an Perforin und IFNy enthielten, signifikante
Unterschiede durch die Behandlung konnten hierbei nicht beobachtet werden. Zusatzlich
zum Nachweis von Perforin mittels Legendplex und intrazellularer durchflusszytometrischer
Farbung wurde eine Immunfluoreszenzfarbung von Perforin in CD16* und CD3*
Effektorzellen durchgefuhrt. Es konnte eine deutliche Anfarbung von Perforin nach
Behandlung mit NKG2D-CD16 bzw. NKG2D-CD3 innerhalb von 1 h und 3 h nachgewiesen
werden.

Um festzustellen, ob die Immunzellen von Sarkompatienten krankheits- und
behandlungsbedingt verandert sind, was die Wirksamkeit einer Behandlung mit NKG2D
BFP beeintrachtigen kdnnte, wurden PBMC von gesunden Spendern (healthy donors, HD)
und Patienten, bei welchen ein Weichteil- oder Knochensarkom diagnostiziert wurde,
vergleichend analysiert. Die untersuchten Sarkom-Proben stammten von Patienten, welche
wahrend der Probengewinnung mit einer intensiven neo- oder adjuvanten zytotoxischen
Chemotherapie behandelt wurden. In der vorbehandelten Patienten-Kohorte waren die
Leukozyten-, Neutrophilen- und Monozytenwerte im normalen Bereich, es wurde eine leicht
verringerte Gesamtzahl an Lymphozyten der Patienten festgestellt. Um die Verteilung der
wichtigsten Subpopulationen wie B Zellen (CD19*), Monozyten (CD14%), DC (HLA-DRY),
NK (CD3CD56*) und T Zellen (CD3*CD4*, CD3*CD8") innerhalb der PBMC Proben naher
zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Im Vergleich zu
HD wurde eine Reduktion der B und T Zellen beobachtet. Bei den T Zellen waren die CD8*
Zellen weniger betroffen als die CD4* Zellen. Der Anteil der DC war in beiden untersuchten
Kohorten ahnlich, wahrend in der Gruppe der Sarkompatienten erhéhte Mengen an
Monozyten und NK Zellen beobachtet wurden. Eine detailliertere Analyse der NK Zellen
zeigte, dass insbesondere der Anteil der CD569™CD16* Population erhéht war.

Um festzustellen, ob mittels NKG2D-CD3 und NKG2D-CD16 Effektorzellen von
vorbehandelten Sarkompatienten in ahnlicher Weise stimuliert werden kénnen wie bei HD,
wurde dies zundchst unabhangig von der Bindung an Zielzellen untersucht. Zu diesem
Zweck wurden PBMC von 5 HD und 4 Sarkompatienten 24 Stunden lang auf
immobilisierten BFP kultiviert und anschliefend mittels Durchflusszytometrie auf CD69

Expression untersucht. Obwohl die NK Zellen der Sarkompatienten nach der Behandlung
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mit NKG2D-CD16 im Vergleich zu Gesunden eine leicht verringerte CD69 Expression
aufwiesen, erreichte dieser Unterschied keine statistische Signifikanz. Nach der
Behandlung mit NKG2D-CD3 zeigten die T Zellen der Patienten eine leicht hdhere
Expression von CD69 als die der HD.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die zytotoxische Kapazitdit von PBMC der
Sarkompatienten mit der von gesunden Spendern vergleichbar ist. Dazu wurden sowohl
PBMC von Sarkompatienten als auch von HD mit Sarkomzellen (RD-ES, SaOs und
SW1353) in Gegenwart von NKG2D-CD3 oder -CD16 fur 24 Stunden kultiviert, gefolgt von
einer intrazellularen Farbung der PBMC fir Perforin und IFNy. Es wurde kein Unterschied
zwischen den NK und T Zellen gesunder Spender und Patienten in Bezug auf die Perforin
Expression festgestellt. Die Proben der Sarkompatienten wiesen nach der Behandlung mit
BFP signifikant mehr IFNy-positive NK Zellen auf, wahrend bei T Zellen eine vergleichbare
IFNy Induktion beobachtet wurde.

SchlieRlich wurde untersucht, ob sich die Aktivierung der Effektorzellen, welche durch die
NKG2D BFP induziert wurde, in einer Lyse von Tumorzielzellen widerspiegelt. Da NKG2D-
CD3 und NKG2D-CD16 jeweils T Zellen oder NK Zellen stimulieren, die sich im Hinblick auf
die Kinetik ihrer Effektorfunktion unterscheiden, wurde die Zytotoxizitdt nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten mit verschiedenen geeigneten experimentellen
Systemen untersucht. Europium-basierte Zytotoxizitatsanalysen zeigten eine potente
Zielzell-Lyse durch die Behandlung mit NKG2D-CD16 bereits nach 2 Stunden, wahrend mit
NKG2D-CD3 kein signifikanter Effekt beobachtet wurde. Nach 72 Stunden zeigten
durchflusszytometrische Analysen der Zielzell-Viabilitat eine deutlich starkere Wirkung von
NKG2D-CD3. Der Befund, dass die Lyse-Kapazitdt von NKG2D-CD3 zu spateren
Zeitpunkten auftritt und dann die Wirkung von NKG2D-CD16 Ubertrifft, wurde auch mit Hilfe
eines Systems zur automatisierten Bildgebung von Zellwachstum (IncuCyte) Uber eine
Inkubationszeit von 136 Stunden bestatigt.

Zusammenfassend belegen die vorliegenden Ergebnisse das Potenzial von NKG2D-CD3
und NKG2D-CD16 BFP zur Bekdmpfung von Weichteil- und Knochensarkomen selbst bei

fortgeschrittener Erkrankung unter Chemotherapie.

4.2 Fc-optimierte Antikorper gegen B7-H3 zur Induktion von NK Zell-

Reaktivitat gegen Sarkome

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit eines Fc-optimierten B7-H3

Antikorpers, 8H8_SDIE, zur Induktion von NK Zell-Reaktivitat gegen Sarkome im Vergleich
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zu einem B7-H3 Antikdrper mit einem unveranderten Fc Teil (8H8 WT) praklinisch

untersucht.??8

In einem ersten Schritt wurden B7-H3 mRNA-Expressionsdatensatze aus der TCGA (The
Cancer Genome Atlas) Datenbank von Tumor- und entsprechendem Normalgewebe auf
relative B7-H3 Expression analysiert. Die Analyse umfasste Datensatze fir 275/349
(Tumor/Normalgewebe) Kolon-Adenokarzinome, 286/60 Nierenkarzinome, 179/171
Pankreas-Adenokarzinome, 486/338 Plattenepithelkarzinome der Lunge und 262/2
Sarkome. Im Vergleich zur RNA Expression in normalem Gewebe war die Expression von
B7-H3 in Tumorzellen in allen analysierten Datensatzen stark erhoht. Auf der Grundlage
dieser Ergebnisse wurde die Expression von B7-H3 mRNA in Rhabdomyosarkom- (RD-
ES), Osteosarkom- (SaOs), Liposarkom- (SW872), Synovialsarkom- (SW982) und
Chondrosarkom- (SW1353) Zellen mittels gPCR untersucht. Bei allen getesteten Weichteil-
und Knochensarkom-Zelllinien wurde eine Expression von B7-H3 mRNA beobachtet, wobei
sich die Niveaus unterschieden. In einem néachsten Schritt wurde die B7-H3
Oberflachenexpression auf den Sarkomzellen ermittelt. Die FACS-basierte Quantifizierung
der B7-H3 Moleklle auf der Zelloberflache von unterschiedlichen Sarkom-Zelllinien
verschiedener Subtypen ergab eine variierende Anzahl an B7-H3 Molekilen auf den
untersuchten Zellen, die Anzahl der B7-H3-Molekliile pro Zelle lag zwischen 2.960 (SaOs)
und 23.797 (SW872).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass B7-H3 auf unterschiedlichsten Weichteil- und
Knochensarkomzellen vorhanden ist, wurde aus vorhandenen gegen B7-H3 gerichteten
Antikérpern (beschrieben in der Patentanmeldung EP3822288A1) ein Antikdrper-Klon mit
geeigneten Bindungseigenschaften (Klon 8H8) fir die Generierung chimarer mAb
ausgewahlt. Die B7-H3 mAb wurden entweder mit einem unveranderten humanen IgG1 Fc
(8H8_WT) oder mit einem Fc Teil generiert, welcher die Aminosauresubstitutionen
S239D/1332E (8H8_SDIE) enthalt. Diese Modifikation der Aminosauresequenz erhoht die
Affinitat zum ADCC vermittelnden Fc Rezeptor CD16. Als Kontrollen dienten Wildtyp und
Fc-optimierte mAb mit nicht relevanter Antigenspezifitat, bezeichnet als Iso_ WT und
Iso_SDIE.?* Die mAb wurden mit Hilfe des kommerziellen ExpiCHO cell system (Gibco)
produziert und Uber Protein A Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Zur biochemischen
Charakterisierung der hergestellten mAb wurden eine SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate-
polyacrylamid gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
und eine Gelffiltration durchgefiihrt, welche die erwarteten Molekulargewichte fur die leichte
Kette (LC) und schwere Kette (HC) unter denaturierenden Bedingungen sowie der

vollstandigen mAb sowohl fir 8H8 WT als auch fir 8H8 SDIE ergaben und bestatigten,
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dass keine Aggregate vorhanden waren. AnschlieBend wurden Dosis-
Titrationsexperimente (Bereich 3-30.000 ng/ml) mit finf verschiedenen Sarkom-Zelllinien
mittels Durchflusszytometrie durchgeflihrt. Eine gesattigte Bindung sowohl von 8H8 WT
als auch von 8H8 SDIE wurde bei Konzentrationen von etwa 1000 ng/ml beobachtet.
Spezifitdt und Affinitdt der B7-H3 mAb wurden durch die Fc-Optimierung also nicht
beeintrachtigt, und die Konzentration von 1000 ng/ml (1 ug/ml) wurde als sattigende
Konzentration flr die nachfolgenden Analysen verwendet. Die Bindung von 8H8 WT und
8H8_SDIE an Sarkomzellen wurde auch mit primadren malignen Zellen von Patienten
bestatigt, bei welchen Sarkome verschiedener Subtypen diagnostiziert worden waren.
Weiterhin wurde die Bindung beider mAb an CD16 auf NK Zellen in ruhenden PBMC
gesunder Spender untersucht. Die Bindung von 8H8 WT an NK Zellen wurde bestatigt,
und 8H8_SDIE wies eine deutlich ausgepragtere Bindung auf.

Die Bindung eines Antikdrpers an sein Zielmolekil fihrt haufig zu einer dosisabhangigen
Modulation der Expression auf der Zelloberflache. Dies wiederum beeintrachtigt die
therapeutische Wirksamkeit des Antikorpers.?' Daher wurde analysiert, ob die Bindung von
8H8_SDIE an Sarkomzellen eine Reduktion des Antigens hervorruft. Nach Kultivierung der
Sarkomzellen mit verschiedenen Konzentrationen von 8H8 SDIE (Bereich 3-10 000 ng/ml)
flur 24 h oder 72 h wurde nur eine marginale Verringerung von B7-H3 auf der Zelloberflache
beobachtet.

Als Nachstes wurde untersucht, ob und wie die gegen B7-H3 gerichteten mAb eine NK Zell-
Reaktivitdit gegen Sarkomzellen induzieren. Fir diese Untersuchungen wurden PBMC
gesunder Spender, welche NK Zellen als Immun-Effektorzellen beinhalten, mit Sarkom-
Zelllinien in An— oder Abwesenheit von 8H8 WT, 8H8 SDIE oder den entsprechenden
Isotyp-Kontrollen kultiviert. Die Analyse der CD69 Expression auf NK Zellen nach 24 h
mittels Durchflusszytometrie ergab, dass 8H8 WT bereits die NK Zell-Aktivierung erhéhte,
wohingegen die Aktivierung der NK Zellen durch die Behandlung mit 8H8_SDIE in der
Kokultur mit allen Sarkom-Zelllinien noch einmal deutlich verstarkt wurde. Die Kontroll mAb
mit nicht relevanter Zielspezifitat hatten keine relevante Wirkung auf die Aktivierung der NK
Zellen. Da CD25" NK Zellen eine hohere proliferative Aktivitat aufweisen,?*? wurde
durchflusszytometrisch die Induktion des Aktivierungsmarkers CD25 auf NK Zellen in Ko-
Kulturen von PBMC mit allen unterschiedlichen Sarkom-Zelllinien untersucht. Nach 72 h
Inkubation der PBMC in Anwesenheit von 8H8 SDIE war die Expression von CD25
signifikant erhéht, nicht jedoch mit 8H8 WT oder den entsprechenden Kontroll mAb.
Durchflusszytometrische Analysen der CD107a Expression ergaben, dass die Anwesenheit
von 8H8 WT in Kokulturen mit den Sarkomzellen RD-ES, SaOs und SW1353 die

Degranulation von NK Zellen bereits signifikant erhdhte, jedoch wurde mit allen Zelllinien
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eine deutlich ausgepragtere Wirkung bei Behandlung mit 8H8 SDIE beobachtet. Die
Analyse der IFNy Freisetzung in Uberstande von PBMC und Sarkom-Zelllinien mittels
Legendplex Assays zeigte einen Anstieg der Zytokinfreisetzung nach der Behandlung mit
8H8 WT, wohingegen wiederum die Inkubation mit 8H8 SDIE eine signifikant héhere
Bildung von IFNy zur Folge hatte. Analysen mittels intrazellularer Durchflusszytometrie
bestatigten, dass die Menge an IFNy sowohl bei Behandlung mit 8H8 WT als auch mit
8H8_SDIE spezifisch in NK Zellen signifikant erhéht war, wobei 8H8 SDIE erneut eine
deutlich starkere Wirkung hatte Schlielich wurde die Freisetzung von Effektor- und
immunmodulatorischen Molekiilen in Uberstdnden nach Kokultur von PBMC und
Sarkomzellen in An- oder Abwesenheit der mAb oder entsprechenden Kontroll mAb mit
Hilfe von Legendplex Assays analysiert. Die Anwesenheit von 8H8_WT erhohte bereits die
Konzentrationen von Granzym B, Perforin, Granulysin, sFasL und IFNy wahrend fir
8H8_SDIE eine deutliche Tendenz zu erhdhten Konzentrationen der analysierten Molekule
zu beobachten war, wahrend in den Uberstanden die Konzentrationen von Granzym A,
TNF, IL-4 und IL-10 signifikant erhdht waren.

Als Nachstes wurde untersucht, ob sich die erhohte NK Zell-Aktivitat durch die B7-H3 mAb
8H8_SDIE und 8H8 WT in der Auslésung von Zytotoxizitat widerspiegelte. Die Analyse der
Zytotoxizitat nach 2 h in Ko-Kulturen von Sarkom-Zelllinien RD-ES, SaOs, SW1353, SW872
und SW982 mit PBMC gesunder Spender zeigte, dass bereits 8H8 WT die Lyse der
Zielzellen nach kurzer Zeit erhoht. Die durch 8H8 SDIE induzierte Lyse von Sarkomzellen
war bei den unterschiedlichen Sarkom-Zelllinien deutlich starker ausgepragt als mit
8H8 WT, wahrend die Kontroll mAb keine Auswirkungen auf die Lyse von Zielzellen hatte.
Auch nach einer Zeit von 72 Stunden zeigte die Zytotoxizitadts-Analyse mittels
Durchflusszytometrie eine ausgepragtere Wirksamkeit von 8H8_SDIE gegen Sarkomzellen
im Vergleich zu 8H8 WT. In Analysen Uber eine Zeit von 120 Stunden mittels Live-Cell-
Imaging wurde beobachtet, dass 8H8 WT eine klare Tendenz zeigte, NK Zell-Reaktivitat
gegen Sarkom-Zellen zu induzieren, wohingegen bei Behandlung mit 8H8 SDIE eine
effiziente Lyse von Sarkom-Zellen beobachtet wurde, obwohl alle funf verwendeten
Zelllinien unterschiedliche Mengen an B7-H3 auf der Zelloberflache aufweisen.

Schlief3lich wurde die Wirksamkeit der B7-H3 mAb in vergleichenden Analysen mit
Sarkomzellen von Patienten untersucht. Die Sarkomzellen wurden von Patienten mit
Diagnosen unterschiedlichster Weichteil- und Knochensarkome erhalten und beinhalteten
Liposarkom, Chondrosarkom, Rhabdomyosarkom, Osteosarkom und Synovialsarkom.
Durchflusszytometrische Analysen von Kokulturen mit PBMC gesunder Spender und B7-
H3 exprimierenden primaren Sarkomzellen ergaben, dass nach 24 h die Behandlung mit
8H8 WT bereits die Aktivierung (CD69 Expression) der NK Zellen auslost, wahrend
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Behandlung mit 8H8_ SDIE zu einem deutlichen und signifikanten Anstieg der Aktivierung
fuhrte und die Kontrollantikérper keine relevanten Auswirkungen hatten. Die Analyse der
Degranulation (CD107a) nach 4 h zeigte die gleichen Effekte auf die NK Zellen. Weiterhin
wurde in Europium-basierten Lyse Assays gezeigt, dass diese NK Zell-Aktivierung und
Degranulation auch zu einer starken Induktion von ADCC und letztlich zur Lyse von
Tumorzellen fihrte. Ebenso wie in den durchgefiihrten Analysen mit Sarkom-Zelllinien
bestatigte sich, dass 8H8_ SDIE bei allen getesteten Weichteil- und Knochensarkom-Zellen
von Patienten - unabhangig vom Subtyp - eine Uberlegene Abtétung bewirkte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass 8H8_SDIE durch Targeting von B7-H3, welches
sowohl bei Weichteil- als auch bei Knochensarkomen unabhéngig von der Untergruppe
exprimiert wird, gezielt und effizient NK Zell-Reaktivitat induziert werden kann. 8H8_SDIE
ist somit ein vielversprechender Wirkstoff fur die Immuntherapie bei dieser malignen

Tumorerkrankung.
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5 Diskussion

Die therapeutischen Moglichkeiten flr Patienten mit bésartigen Tumoren, zu welchen auch
die Weichteil- und Knochensarkome gehoéren, haben sich in den letzten Jahren deutlich
verbessert, dennoch bleibt die Behandlung und insbesondere die Heilung von Sarkomen
eine Herausforderung. Sowohl die komplexe Tumorbiologie als auch die klinische
Heterogenitat der Sarkome, bestehend aus den beiden Hauptklassen Weichteil- und
Knochensarkomen mit mehr als 100 bekannten Subtypen, erschweren die Entwicklung
standardisierter und effektiver Behandlungskonzepte.8¢ 88 % \/or allem bei fortgeschrittener,
inoperabler oder metastasierter Erkrankung wird in der Regel nach einem multimodalen
Hochdosis-Chemotherapie Regime behandelt, allerdings oft mit nur begrenztem Erfolg.*"
% Die Resultate, die in der klinischen Anwendung mit der Antikdrper-basierten
Immuntherapie wie Checkpoint-Inhibitoren, anti-Tumor Antikérpern, aber auch mit Zell-
basierter wie CAR T Zellen bei anderen Tumorarten in den letzten Jahren erreicht werden
konnten, sind vielversprechend.?'® Fiur die Immuntherapie mit Antikorpern sind die
zytotoxischen Lymphozyten, vorrangig NK und T Zellen, die Vermittler der anti-Tumor
Aktivitat. Neben dem Erfolg der T Zell-basierten Ansatze spielen anti-Tumor Antikorper,
welche hauptsachlich NK Zellen als Effektorzellen nutzen, eine gro3e Rolle. Ein
prominentes Beispiel dafiir ist der gegen CD20 gerichtete mAb Rituximab, welcher
erfolgreich zur Behandlung von malignen B Zell-Lymphomen eingesetzt wird.?*® Auch
Trastuzumab, ein HER2 Antikérper zur Therapie des HER2-positiven Mammakarzinoms
hat seinen festen Bestandteil in der klinischen Anwendung.?** Als chimare, monoklonale
Antikoérper gehoéren sie zur zweiten Generation therapeutischer Antikorper, welche neben
chimaren auch humanisierte Molekile umfasst und eine verbesserte Immunogenitat im
Vergleich zu murinen Antikdrpern zeigt. Eine Verbesserung der Effektorfunktionen und
damit der therapeutischen Wirksamkeit kann mit einer Veranderung des Fc Teils erreicht
werden, Vielversprechende Vorgehensweisen sind die Manipulation der Glykosylierung
oder eine Modifikation der Aminosauresequenz. Ein Beispiel fur einen klinisch
angewendeten Glykosylierungs-optimierten Antikorper ist der gegen CD20 gerichtete mAb
Obinutuzumab.'® Ein weiteres Beispiel fir einen klinisch verfligbaren Antikérper mit
Modifikation der Aminosauresequenz ist Tafasitamab, der gegen CD19 gerichtet ist.?®
Beide ermdglichen eine verbesserte Induktion von ADCC durch NK Zellen als zellularem
Bestandteil des angeborenen Immunsystems. NK Zellen besitzen ein Repertoire an
keimbahnkodierten aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren, mit welchem sie
veranderte und normale Zellen unterscheiden und erkennen kénnen. Dabei wird ihre
Aktivitat durch eine Balance aus inhibierenden und aktivierenden Signalen reguliert.>® Somit

ist fur die Auslésung der Funktionen von NK Zellen meistens eine Stimulation mehrerer
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Rezeptoren notwendig, mit Ausnahme des Fc Rezeptor CD16a (FcyRllla).2*® Diese
Eigenschaft wird mit der Induktion der ADCC durch therapeutische Antikérper genutzt.
Durch Bindung eines mAb und nachfolgender Quervernetzung von CD16a kommt es zur
Induktion der Effektormechanismen wie die Zielzell-Lyse. Ein Nachteil von mAb ist die
unerwlnschte Bindung an fur die Auslésung von Effektormechanismen unrelevante oder
inhibitorische FcyR. Uber diese FcyR haben die mAb damit keine oder eine hemmende
Wirkung. Zu den supprimierenden FcyR gehort beispielsweise FcyRIlb auf Granulozyten.*
AulRerdem kann die Wirkung von mAb durch Interaktion ihres Fc Teils mit FcyR durch
Komponenten des Komplementsystems beeintrachtigt werden.' Zusatzlich ist bekannt,
dass die Affinitat des Fc Teils von mAb fur die Bindung an FcyR von Polymorphismen wie
V158F in FcyRllla abhangig ist.'? Obwohl die gesteigerte Induktion der ADCC eines Fc-
optimierten mAb die potentiellen Effekte der inhibitorischen FcyR Uberkompensiert, wie in
funktionellen Untersuchungen mit Fc-optimierten mAb gezeigt wurde,??!: 222 kdnnten
unerwiinschte FcyR-abhangige Effekte einen Einfluss auf die therapeutische Effizienz
haben.

Diese mdgliche Einschrankung der therapeutischen Effizienz kann mit der Verwendung von
bsAb umgangen werden. Mit ihnen kénnen nicht nur aktivierende FcyR exprimierende
Zellen wie NK Zellen spezifisch aktiviert werden, sondern auch T Zellen. Wahrend NK
Zellen beim Menschen ca. 5-15% der Lymphozyten umfassen, sind T Zellen mit ca. 70%
die groRte Zellpopulation der peripheren Lymphozyten,?®” schon allein dadurch weisen
letztere ein groReres Effektorpotential auf. Unter physiologischen Bedingungen werden sie
durch die Bindung ihres TCR an einen MHC-Peptid Komplex aktiviert, kbnnen aber auch
Lunphysiologisch® durch die Quervernetzung ihres CD3-TCR Komplexes mit Hilfe von
Antikoérpern aktiviert werden. Dies kann gegen Tumorzellen mit bsAb erreicht werden, die
mit zwei Spezifititen ausgestattet sind: zum einen fir ein TAA und zum anderen fir ein
immunmodulatorisches Effektormolekil auf den Immunzellen.

Damit die Aktivierung durch bsAb von der Bindung an das Zielantigen abhangt, darf ein
bsAb keinen funktionellen Fc Teil besitzen, um eine Immobilisierung an FcyR exprimierende
Zellen wie Makrophagen, Monozyten oder Granulozyten zu verhindern. Dazu werden
Modifikationen im Fc Teil vorgenommen, die die Affinitat fir den FcyR aufheben oder bsAb
Formate ohne Fc Teil gewahlt. Ein erfolgreiches Beispiel fir einen in der klinischen Praxis
etablierten bsAb ist Blinatumomab, ein gegen CD19 und CD3 gerichteter bsAb im BiTE
Format zur Anwendung bei CD19-positiver ALL.""®

Allerdings konnte die Behandlung vieler Tumore, insbesondere der soliden wie die
Weichteil- und Knochensarkome, bisher kaum von den Entwicklungen der Antikérper-

basierten Immuntherapie profitieren. Aktuell sind die zugelassenen therapeutischen
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Antikérper zur Behandlung von Sarkomen wie die PD-1/PDL-1 Checkpoint-Inhibitoren
(Dostarlimab und Pembrolizumab) auf die Behandlung von wenigen bestimmten Fallen von
Sarkomen bzw. eine Minderheit von Patienten beschrankt.'?' Einer der Hauptgriinde,
warum flr die Behandlung der Sarkome bisher kaum therapeutische Antikdrper zur
Verfligung stehen, ist das Fehlen von charakterisierten TAA, welche bei mdglichst vielen
Weichteil- und Knochensarkomen exprimiert sind, insbesondere in Anbetracht der
Seltenheit der Erkrankung mit zusatzlich vielen verschiedenen Untergruppen. Dies qilt,
obwohl interessanterweise bereits vor mehr als 100 Jahren das sogenannte Coleys Toxin
bei Sarkompatienten angewandt wurde und damit Sarkome zu den ersten
immuntherapeutisch behandelten Tumorarten gehoren.*®

In der vorliegenden Arbeit wurden anti-Tumor Antikorper in unterschiedlichen Formaten zur
Mobilisierung von NK und T Zellen als Effektorzellen zur Anwendung bei Weichteil- und
Konchensarkomen entwickelt und praklinisch charakterisiert. Die untersuchten Konstrukte
waren zum einen BFP, die aus der extrazellularen NKG2DL-bindenden Doméane des
NKG2D Rezeptors bestehen und mit Fab Fragmenten fusioniert sind, die entweder gegen
CD3 (NKG2D-CD3) oder CD16 (NKG2D-CD16) gerichtet sind. Der NKG2D Rezeptor wurde
auf NK und T Zellen als wichtiger Vermittler der Immunzellaktivierung beschrieben.2%8: 239
Zu seinen bisher bekannten Liganden gehéren MICA, MICB und ULBP1-6,240: 241 welche
auf zahlreichen humanen Tumorzellen wie AML, Ovarial-, Mamma- und Bronchialkarzinom,
Melanomen, Gliomen und auch einigen Sarkomen beschrieben sind.'® Es wurde gezeigt,
dass die Expression von NKG2DL auf Tumorzellen infolge von Chemo- und
Strahlentherapie, durch welche sogenannte DNA damage pathways induziert werden,
hochreguliert werden kann.?*? Interessanterweise wurde die Expression mehrerer NKG2DL
wie ULBP1-4 als negativer prognostischer Marker bei Sarkomen identifiziert."®® Aufgrund
der breiten Expression von NKG2DL auf vielen Tumorentitaten ist es nicht Gberraschend,
dass derzeit mehrere immuntherapeutische Ansatze, die auf NKG2DL abzielen, in der
Entwicklung sind oder klinisch erprobt werden. Strategien, welche die NKG2DL als Ziel fur
immuntherapeutische Ansatze nutzen, sind beispielsweise NKG2D-BiTE Konstrukte sowie
CAR NK und T Zellen (NKR-2: NCT03018405; CYAD-02: NCT04167696, NKX101: NCT
04623944).243-245 Auch in eigenen Vorarbeiten konnte bereits praklinisch eine anti-Tumor
Wirkung der verwendeten NKG2D BFP und von NKG2D-IgG Fusionsproteinen bei anderen
Tumorarten gezeigt werden, darunter solide Tumore wie das Mammakarzinom. 82 194,195
Weiterhin wurde ein B7-H3 mAb mit einem Wildtyp Fc Teil (8H8_WT) und dessen Fc-
optimierter Gegenpart (8H8_SDIE) vergleichend als weitere therapeutische Strategie
untersucht. In vorangehenden eigenen Arbeiten wurden verschiedene mAb und

Fusionsproteine, welche die SDIE-Modifikation enthalten, im Hinblick auf eine verbesserte
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Induktion von ADCC und damit verbesserte therapeutische Effizienz untersucht. Als
Beispiele sind FLT3 und CD133 Fc-optimierte mAb zur Behandlung der AML oder des
Kolonkarzinoms zu nennen.??2225.246 Dje B7-H3 mAb wurden entwickelt, da bereits bekannt
ist, dass B7-H3 in vielen soliden Tumoren Uberexprimiert wird,?'% 2'* wahrend seine
Expression in gesundem Gewebe kaum nachweisbar ist.?47- 248

Fur Weichteil- und Knochensarkome war die Expression von B7-H3 zumindest fir einige
Untergruppen bereits bekannt. Daher erschien B7-H3 als geeignete Zielstruktur flr
mogliche Behandlungsoptionen bei Sarkomen. Mit B7-H3 als Zielantigen auf Tumorzellen
werden aktuell unterschiedlichste Strategien bei verschiedenen Tumorentitdten erprobt:
Antikorperkonjugate (MGCO018: NCT03729596; DS7300a: NCT04145622), Fc-optimierte
mAb (MGA271, Enoblituzumab: NCT02923180, NCT02475213, NCT04634825; DS-5573a:
NCT02192567, klinische Studie abgebrochen), radioaktiv markierte mAb (1311-8H9:
NCT03275402, NCT04022213; 177Lu-DPTA Omburtamab: NCT04315246,
NCT04167618), und bsAb (MGDO009: NCT026285351, klinische Studie beendet).?+°

Im ersten Teil der Arbeit konnte zunachst auf allen untersuchten Weichteil- und
Knochensarkom-Zellen, unabhangig von ihrer Untergruppe, eine Expression von NKG2DL
mit variabler Intensitdt nachgewiesen werden. Dabei unterschied sich die Bindung von
murinen Antikdrpern gegen die entsprechenden NKG2DL von der Bindungskapazitat der
NKG2D BFP an die Sarkomzellen. Die Bindung von NKG2D mAb mit hoher Affinitat kann
nur bedingt mit der Bindung des in den BFP enthaltenen NKG2D Rezeptor verglichen
werden. Die Bindungsaffinitdt von NKG2D zu seinem Repertoire an Liganden ist sehr
variabel und liegt zwischen 10 und 10° mol/L und somit im Allgemeinen deutlich niedriger
als die von Antikérpern. Darlber hinaus weisen allelische Varianten einiger NKG2DL wie
MICA grolRe Unterschiede in der Bindung an NKG2D auf. AuRerdem wurde berichtet, dass
sich eine maogliche Glykosylierung von MICA Varianten auf die Komplexbildung mit NKG2D
auswirkt und diese beeinflussen kann.?*' Das unterschiedliche Bindungsverhalten der
NKG2DL Varianten an ihren Rezeptor NKG2D und ihre Diversitat konnte die Ergebnisse
erklaren, dass die verwendeten Sarkom-Zelllinien eine unterschiedliche Bindung des
NKG2D Molekils aufwiesen. Daher kénnte auch die Wirksamkeit der Behandlung mit den
BFP im Einzelfall vom Expressionsmuster der NKG2DL auf den Tumorzellen abhangen.
Allerdings besteht mit der Verwendung der extrazellularen Doméane des NKG2D Rezeptors
zur Bindung an NKG2DL auf Tumorzellen der gro3e Vorteil, dass alle NKG2DL simultan
gebunden werden kdénnen, unabhangig von der variablen Expressionsintensitat der
einzelnen NKG2DL auf unterschiedlichen Tumorzellen.

Das zweite TAA, welches in dieser Arbeit untersucht wurde, das Mitglied der

immunregulatorischen B7 Familie B7-H3 ist wie bereits erwahnt bei vielen hamatologischen
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und soliden Tumoren, darunter auch einigen Sarkom Subtypen, Uberexprimiert,?'% 214
wahrend die Expression in gesundem Gewebe minimal ist.?*”- 248 Die genaue Rolle von B7-
H3 bei der Modulation der Immunreaktion wird noch diskutiert. In einigen neueren
Untersuchungen wurde das B7-H3 Protein als Checkpoint-Molekil charakterisiert, welches
eine immunsuppressive und damit tumorfordernde Wirkung austibt.?'? 218 |n vielen Studien
wurde gezeigt, dass eine erhdhte Oberflachenexpression von B7-H3 mit einer schlechteren
Prognose und einem aggressiveren Tumor einhergeht.?'® Die mRNA von B7-H3 ist in vielen
gesunden Geweben nachweisbar, allerdings findet sich das Protein nur bei sehr wenigen
gesunden Zellen auf der Oberflache, da seine Expression stark post-transkriptionell
reguliert wird.?"" 250 Mittels Expressionsanalysen wurde festgestellt, dass Sarkomzellen
unterschiedlichen Ursprungs sowie primare Sarkomzellen von Patienten mit Weichteil- und
Knochensarkomen B7-H3 deutlich und homogen exprimieren. Sowohl der 8H8 WT als
auch der optimierte mAb 8H8_SDIE zeigten optimale Bindungseigenschaften auf allen
untersuchten Sarkomzellen. Es zeigte sich, dass das Bindungsverhalten von 8H8_SDIE
durch die Fc-Optimierung nicht verandert wurde. Aufgrund der Fc-Optimierung zeigte der
8H8_SDIE im Vergleich zu dem 8H8_WT die erwartete Uberlegene Bindung an CD16-
positive NK Effektorzellen. Weiterhin wurde bei der Inkubation von Sarkomzellen mit
8H8_SDIE keine relevante Herabregulierung der B7-H3 Expression auf der Zelloberflache
(Antigenshift) beobachtet. Der Antigenshift beschreibt einen Mechanismus, welcher durch
die Bindung des mAb an sein Zielantigen zur proteolytischen Spaltung oder Internalisierung
des Zielantigens fihren kann. Damit verschwindet das Zielantigen bzw. der Komplex aus
mAb und Antigen von der Zelloberflache, was die therapeutische Wirksamkeit
beeintrachtigen kann.?" 25" Diese Einschrankung ist beispielsweise fir das Zielantigen
CD19 und dagegen gerichtete immuntherapeutische Strategien wie Blinatumomab oder
CAR T Zellen bekannt.252 253

Bei der funktionellen Charakterisierung der Konstrukte zeigte sich mit den BFP, dass
sowohl NKG2D-CD16 als auch NKG2D-CD3 eine ausgepragte NK und T Zell Aktivierung,
Degranulation, IFNy- und Perforin-Sekretion induzieren. In einer friiheren Arbeit konnte
bereits gezeigt werden, dass NKG2D-CD16 hinsichtlich der Aktivierung von NK Zellen
einem NKG2D Fusionsprotein mit einem optimierten Fc Teil (NKG2D-Fc-ADCC) uberlegen
ist.” Mit dem NKG2D-CD3 Konstrukt wurde eine potente T Zell-Aktivierung mit
vergleichbaren Effekten auf CD4* und CD8" T Zellen ausgeltést. Da CD4* T Zellen eine
wichtige Rolle bei der Tumorimmunitat spielen, indem sie die Expansion von CD8*
zytotoxischen T Zellen fordern, die Bildung von CD8" T Gedachtniszellen unterstiitzen und
eine Rolle beim Priming ausiiben,?**2% konnte die gleichzeitige Aktivierung von CD4* und

CD8* T Zellen die Effizienz der Tumorbekampfung verbessern.
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Auch eine effiziente Tumorzell-Lyse war mit den NKG2D BFP zu beobachten, wobei
NKG2D-CD16 nach kurzen Zeitpunkten die starkste Zytotoxizitat induzierte. Im Gegensatz
dazu bendtigten die durch NKG2D-CD3 vermittelten Effekte eine langere Zeit, um die
maximale anti-Tumor Aktivitat zu entfalten. Die Effizienz der Lyse von Sarkomzellen war
bei T Zellen, die durch NKG2D-CD3 stimuliert wurden, letztlich besser als bei NK Zellen,
die durch NKG2D-CD16 stimuliert wurden. Dies konnte darauf zurtickzufihren sein, dass
NKG2D-CD3 eine relevante T Zell-Proliferation induzieren kann, wie in vorangegangenen
Arbeiten bereits in einem [Methyl *H] Thymidinaufnahme Assay gezeigt werden konnte.
Eine NK Zell-Proliferation wurde nach der Aktivierung durch NKG2D-CD16 nicht
beobachtet.®?

Im Falle des mAb 8H8 SDIE wurde eine potente Aktivierung, Degranulation, IFNy-
Sekretion sowie Freisetzung immunmodulatorischer Molekile wie Granzym A, IL-2 oder
sFasL induziert, welche seinem Gegenstuck mit einem Wildtyp Fc-Teil klar Gberlegen war,
was in Versuchen mit Sarkom-Zelllinien und Sarkomzellen von Patienten bestéatigt wurde.
Auch im Hinblick auf die induzierte NK Zell vermittelte ADCC wurde mit der Fc-Optimierung
im Vergleich zu 8H8_WT eine signifikante Steigerung der Effektivitdt gegen Sarkomzellen
erreicht, was sowohl in Kurzzeit-Lyse Assays als auch nach langeren Zeitraumen gezeigt
werden konnte. Mit primaren Sarkomzellen von Patienten konnten die Ergebnisse fiir die
Aktivierung, Degranulierung und Kurzzeit-Lyse, welche mit den Zelllinien erhoben wurden,
bestatigt werden.

In zuklnftigen Untersuchungen kénnen sowohl mit den NKG2D BFP als auch mit dem mAb
8H8_SDIE in vivo Untersuchungen zur therapeutischen Effizienz und zu weiteren offenen
Fragestellungen wie der Verfiigbarkeit und Zuganglichkeit der Antikérper am Tumorgewebe
durchgeflihrt werden. Es wurden bereits einige in vivo Modelle zur Untersuchung von
Sarkomen beschrieben, welche fir weitere Studien zur Wirksamkeit genutzt werden
konnten.?%2%°  Auch die Serumhalbwertszeit, welche einen Einfluss auf die spéatere
therapeutische Dosierung hat, sollte in zukinftigen Untersuchungen bestimmt werden. Es
ist davon auszugehen, dass die NKG2D BFP aufgrund ihres Fab Formats eine geringere
Serumhalbwertszeit besitzen als 8H8 SDIE, der ein vollstandiges IgG Molekil darstellt.?
Bereits gezeigt wurde flr einen dem 8H8_SDIE ahnlichen mAb, welcher gegen CD20
gerichtet ist, dass die Fc-Optimierung keinen Einfluss auf die Serumhalbwertszeit hat und
vergleichbar zu seinem Gegenstiick mit einem Wildtyp Fc Teil ist.?6!

Die Standardtherapie von Sarkompatienten umfasst in vielen Fallen eine neoadjuvante
Chemotherapie, die chirurgische Resektion, eine nachfolgende Chemotherapie und/oder
Bestrahlung. Um zu untersuchen, ob die immuntherapeutische Behandlung auch unter

einer zytotoxischen Behandlung wie der Chemotherapie mdglich ware, wurde der
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Immunstatus von Sarkompatienten untersucht. Dabei zeigte sich, dass PBMC von
Sarkompatienten trotz Behandlung mit Chemotherapie nach Stimulation mit NKG2D-CD16
und NKG2D-CD3 eine deutliche NK und T Zell-Aktivierung aufwiesen. Dass deutet darauf
hin, dass eine kombinatorische Therapie aus Chemotherapie und BFP vielversprechend
sein kénnte und NK sowie T Zellen ihre Effektorfunktionen weiterhin vermitteln kénnten.
Zusatzlich kann die Expression von NKG2DL auf Tumorzellen mittels Chemo- oder
Strahlentherapie, welche DNA damage pathways induzieren, hochreguliert werden.?*
Angesichts des hoheren Effektorpotentials von T Zellen im Vergleich zu NK Zellen werden
ADCC-induzierende mAb sicherlich nicht die Wirksamkeit von T Zell-basierten Strategien
gegen eine hohe Tumorlast erreichen. Allerdings besteht bei der Anwendung von T Zell-
basierten Strategien die Gefahr von starken Nebenwirkungen, welche durch
unkontrollierbare Immunaktivierung und Zytokinfreisetzung ausgelést werden, das
sogenannte cytokine release syndrom (CRS).?%% 263 F{ir die NKG2D BFP liegen dazu noch
keine Daten vor, allerdings wurde fir das BFP Tebentafusp zur Therapie des
metastasierten Aderhautmelanoms bereits gezeigt, dass es bei einer therapeutisch
wirksamen Dosis zu moderaten Nebenwirkungen kommt, zu denen auch das CRS beitragt,
die Therapie konnte allerdings trotzdem fortgesetzt werden.?%* Fir den CD19xCD3 BIiTE
Blinatumomab ist bekannt, dass er Dosis-abhangige Toxizitat wie das CRS verursacht und
dies ein limitierender Faktor fir die therapeutische Dosierung ist.?%® Im Gegensatz dazu
erwiesen sich in einer klinischen Phase-| Studie mit AML Patienten selbst Dosierungen von
45 mg/m? eines selbst entwickelten Fc-optimierten FLT-3 mAb als sicher und sehr gut
vertraglich und l6sten keine Dosis-abhangigen Toxizitaten aus.?®®¢ 267 Da die
Nebenwirkungen von T Zell-basierten Strategien der Immuntherapie haufig von alteren
Patienten nicht toleriert werden, scheinen NK Zell-basierte Strategien wie Fc-optimierte
mAb bei solchen Patienten eher einsetzbar. Daher kdnnte man vor einem klinischen
Hintergrund Uberlegen, dass NKG2D-CD16 und 8H8_SDIE zum Beispiel bei alteren
Sarkompatienten, welche die Folgen einer massiven Immunaktivierung nicht vertragen
wirden, eine mogliche Option ware, wahrend bei fitteren Patienten NKG2D-CD3 zum
Einsatz kommen kénnte. Die Konzentration von 1 ug/ml 8H8_SDIE, bei der eine gesattigte
Bindung an das Zielantigen beobachtet wurde und in einer starken in vitro Wirksamkeit
resultierte, scheint in der therapeutischen Anwendung fur Patienten erreichbar zu sein. Die
Serumspiegel des Fc-optimierten mAb Tafasitamab bei empfohlener Dosierung liegen
beispielsweise bei ungefahr 190 pg/ml.?¢8

Sowohl NKG2DL als auch B7-H3 sind, wie viele andere immuntherapeutische Zielantigene,
nicht ausschlieBlich auf Tumorzellen zu finden. Fur die NKG2DL MICA und B wurde eine

geringe konstitutive Expression auf gesunden gastrointestinalen Epithelzellen
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beschrieben.??® NKG2DL kénnen zudem von gesunden Immunzellen nach Aktivierung
exprimiert werden.?’% 27" B7-H3 ist neben seiner Expression auf Tumorzellen auch auf der
Oberflache von APC vorhanden, sowohl konstitutiv als auch induzierbar.'9® 2%0 Beschrieben
wurde weiterhin eine basale Expression auf Endothelzellen, ruhenden Fibroblasten,
Stammzellen aus dem Fruchtwasser und Osteoblasten.?*® 272 Allerdings zeigten sich bisher
in praklinischen Untersuchungen und klinischen Studien keine starken Nebenwirkungen mit
immuntherapeutischen Strategien wie CAR NK Zellen oder CAR T Zellen, welche auf
NKG2DL abzielen.?4% 273275 Auch bei der Verwendung von B7-H3 als therapeutisches Ziel
in praklinischen Untersuchungen und klinischen Studien, wie beispielsweise gegen B7-H3
gerichtete mAb oder CAR T Zellen, wurde bei signifikanten anti-Tumor Effekten keine
Ubermalige Toxizitdt beobachtet.?'0: 249 276. 277 Djes ist wahrscheinlich auf die letztlich
geringeren Antigenmengen im gesunden Gewebe zurlickzufiihren.?’®

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl die BFP NKG2D-CD16 und NKG2D-
CD3 als auch der Fc-optimierte mAb 8H8 SDIE in den vorliegenden praklinischen
Untersuchungen eine starke Wirkung gegen Sarkome zeigten. Bemerkenswert ist, dass
diese Behandlungsansatze mit NKG2DL und B7-H3 als TAA nicht auf eine bestimmte
Weichteil- und Knochensarkom Untergruppe beschrankt sind. Dartber hinaus wurde
festgestellt, dass die in vitro NK und T Zell-Aktivierung bei Sarkompatienten, trotz einer
intensiven Behandlung mit Chemotherapeutika, nicht signifikant beeintrachtigt ist. Auch
wenn weitere Untersuchungen erforderlich sind, um das Potenzial der untersuchten
Konstrukte vollstandig zu charakterisieren, unterstreichen die in der vorliegenden Arbeit
vorgestellten Daten das Potenzial der NKG2D BFP und 8H8 SDIE als mogliche

immuntherapeutische Option fir die Behandlung von Sarkompatienten.
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ACT
ADCC

ADCP

ALL
AML
APC
bsAb
BFP
BiTE
CAR
CD
CDC
CDR
Ch

CL
CRS
CTLA-4
DC
dMMR
DNA
EpCAM
Fab
FACS
FasL
Fc
FcyR
FoV
FR
GIST
HC
HD
HER?2
IFN

adoptiver Zelltransfer (adoptive cell transfer)

antikérperanbhangige zellulare Zytotoxizitat (antibody dependent cellular
cytotoxicity)

antikérperabhangige zellulare Phagozytose (antibody dependent cellular
phagocytosis)

akute lymphatische Leukamie

akute myeloische Leukamie

antigen-prasentierende Zelle (antigen-presenting cell)

bispezifischer Antikdrper (bispecific antibody)

bispezifische Fusionsproteine

bispecific T cell engager

chimarer Antigenrezeptor (chimeric antigen receptor)

cluster of differentiation

complement-dependent cytotoxicity

complementarity-determining regions

constant heavy

constant light

cytokine release syndrome

cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4

dendritische Zellen (dendritic cells)

DNA mismatch repair deficiency

Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)

epithelial cell adhesion molecule

fragment antigen binding

fluorescence activated cell sorting

Fas Ligand

fragment crystallizable

IgG bindender Fc Rezeptor

Field of view

framework region

gastrointestinale Stromatumore

schwere Kette (heavy chain)

gesunde Spender (healthy donor)

human epidermal growth factor receptor 2

Interferon



Abklrzungsverzeichnis 67

NKG2D
NKG2DL
NKp
NKT
PAMP

PBMC
PCR
PD-1
PD-L1
PRR
gPCR
RAET
RNA
scFv
SDIE
SDS-PAGE
TAA
TCGA
TCR
TGF-B
TMB-H
TLR

Immunoglobulin

Interleukin

immunoreceptor tyrosine-based activation motif

Kilodalton

killer-cell immunoglobulin-like receptor

leichte Kette (light chain)

monoklonaler Antikérper (monoclonal antibody)

major histocompatibility complex

MHC class | related chain

messenger ribonucleic acid

microsatellite instability-high

natural cytotoxicity receptor

natdrliche Killer

natural killer group 2 member D

NKG2D Ligand

natural killer protein

naturliche Killer T

Strukturmotive auf der Oberflache pathogener Mikroorganismen
(pathogen-associated molecular pattern)

periphare mononukleéare Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells)

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

programmed cell death protein

programmed cell death protein 1 ligand 1

pattern recognition receptor

quantitative Echtzeit-PCR

Retinoic Acid Early inducible Transcript 1

ribonucleic acid

single-chain fragment variable

S239D/I1332E

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

Tumorassoziiertes Antigen

The Cancer Genome Atlas

T Zell-Rezeptor (T cell receptor)

transforming growth factor

hohe Tumormutationslast (high tumor mutational burden)

toll-like receptor



68 Abklrzungsverzeichnis
TNF Tumornekrosefaktor

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand

ULBP UL 16 binding protein

VEGF GefalRwachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor)

VH variable heavy

Vi variable light
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Soft tissue sarcoma (STS) constitutes a rare group of heterogeneous malignancies.
Effective treatment options for most subtypes of STS are still limited. As a result, especially
in metastatic disease, prognosis is still dismal. The ligands for the activating
immunoreceptor NKG2D (NKG2DL) are commonly expressed in STS, but generally
absent in healthy tissues. This provides the rationale for utilization of NKG2DL as
targets for immunotherapeutic approaches. We here report on the preclinical
characterization of bispecific fusion proteins (BFP) consisting of the extracellular domain
of the NKG2D receptor fused to Fab-fragments directed against CD3 (NKG2D-CD3) or
CD16 (NKG2D-CD16) for treatment of STS. After characterization of NKG2DL expression
patterns on various STS cell lines, we demonstrated that both NKG2D-CD16 and
NKG2D-CD3 induce profound T and NK cell reactivity as revealed by analysis of
activation, degranulation and secretion of IFNy as well as granule associated proteins,
resulting in potent target cell lysis. In addition, the stimulatory capacity of the constructs to
induce T and NK cell activation was analyzed in heavily pretreated STS patients and found
to be comparable to healthy donors. Our results emphasize the potential of NKG2D-CD3
and NKG2D-CD16 BFP to target STS even in an advanced disease.

Keywords: sarcoma, NKG2DL, CD3, CD16, fusion protein, mAb, immunotherapy

INTRODUCTION

Soft tissue sarcomas (STS) comprise a rare, heterogenic group of malignancies derived from tissues
of mesenchymal lineage (1). With more than 100 different entities, biological and clinical
characteristics in STS vary from low-grade tumors to highly aggressive cancers with an
enormous metastatic potential (1, 2). Reflecting its heterogeneity, genetic alterations in STS are
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highly variable. Some STS histotypes are characterized by distinct
genetic alterations including EWS-ATFI in Ewing sarcomas,
cKIT mutations in GISTs or PAX3-FKHR in alveolar
rhabdomyosarcomas (3). Complex karyotypes, typically
associated with a worse clinical prognosis are frequently related
to PTEN, RBI, BRCA2, PIK3CA or APC mutations (4-6).
Interestingly, some STS subtypes have recently been associated
with epigenetic dysregulations triggered by a single or small
number of genetic alterations (3, 7).

Although therapeutic options have significantly increased
over the recent years, long-term survival, especially in a
metastatic disease, is still very limited (8, 9). Even if first-line
treatment with anthracyclines and alkylating agents shows
favorable results regarding progression-free survival in young
STS patients, overall survival is only marginally affected (10).
Due to the complex and heterogeneous biology of sarcomas even
molecular targeted therapy shows only partially success (11).

Immunotherapy of cancer has made sustainable progress in
the past few years. While novel immunotherapeutic strategies
have already moved into standard clinical practice for various
neoplasms, a similar development is lagging behind for the
treatment of sarcoma (12). However, since the tumor
microenvironment (TME) of sarcomas reportedly is infiltrated
by a high amount of different immune cell populations,
implementation of immunotherapeutic approaches seems
promising (11, 13). Beyond immune-checkpoint inhibitors
targeting PD-1 and PD-L1, modified T and NK cell therapies
have recently shown first encouraging results in STS and other
solid tumors (14).

Bispecific antibodies represent another concept of anti-cancer
immune therapy. Their mode of action is to directly attract
immune effector cells like NK and T cells to the tumor cell
resulting in lysis of the tumor cells (15). In order to ensure
treatment efficiency and therapeutic safety of these molecules, it
is essential to identify reliable target antigens, broadly expressed
on tumor tissue while absent in healthy tissues. Several ligands
for the activating immunoreceptor NKG2D (natural killer group
2D) (NKG2DL) including the UL16-binding protein (ULBP)
family and MHC class I-related chain (MIC) proteins have been
described to be selectively overexpressed in human cancer cells
like acute myeloid leukemia, lung cancer, ovarian and breast
cancer and sarcomas (15). Moreover, the expression of NKG2DL
on tumor cells can be upregulated as a result of chemotherapy
and radiotherapy, which induce DNA damage pathways (16).
Therefore, this protein family reflects an encouraging target for
bispecific antibodies (17, 18).

We previously reported on a Fc-optimized NKG2D-IgG,
fusion protein (NKG2D-Fc-ADCC) that allows simultaneous
targeting of all NKG2DL. Compared to a construct with a
wildtype Fc part our NKG2D-Fc-ADCC showed enhanced
antitumor efficacy in acute leukemia and breast cancer (19,
20). However, our NKG2D-Fc-ADCC construct lacks the
ability to actively stimulate T cells with their, compared to NK
cells, higher effector potential. As a consequence, we developed
NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 bispecific fusion proteins
(BFP) consisting of the extracellular domain of NKG2D fused

to anti-CD16 or anti-CD3 Fab-fragments instead of an
optimized Fc part, which allow for recruitment of NK cells and
T cells, respectively (Figure 1). NKG2D-CD16 and NKG2D-
CD3 BFP were previously shown to induce potent lysis of acute
myeloid leukemia cells (21). Considering the reported expression
of NKG2DL in STS (22, 23), our NKG2D-CD16 and
NKG2D-CD3 BFPs might offer a new promising approach in
sarcoma treatment (11, 18).

In the present study we provide preclinical evidence that an
effective treatment with NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 BFPs
might be possible even in heavily pretreated STS patients.

MATERIAL AND METHODS

Production and Purification of NKG2D
Fusion Proteins

The NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 constructs were
generated as described previously (21). In brief, the constructs
were produced in SP2/0-Agl4 cells (American Type Culture
Collection, Manassas, VA) and purified from culture supernatant
by HiTrap KappaSelect affinity chromatography (GE Healthcare,
Munich, Germany) followed by preparative size exclusion
chromatography on Superdex HiLoad. Analytical size exclusion
chromatography (Superdex 200R PC3.2/30, GE Healthcare) and
4-12% gradient SDS-PAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA) was
performed to confirm the quality and exclude aggregation of
purified bispecific fusion proteins. Endotoxin levels were
measured with EndoZyme II (BioMerieux, Marcy-I’Etoile,
France) according to the manufacturer’s instructions and
below endotoxin levels EU=0.1.

STS Cell Lines

Human sarcoma cell lines SW1353, SaOs, SW872, RD-ES and
SW982 were obtained from ATCC (American Type Culture
Collection). Previously described genetic alterations are given
in (Table S1). Cells were tested routinely for mycoplasma
contamination every three months. Authenticity was
determined by validating the respective immunophenotype
described by the provider using flow cytometry.

Primary Patient Material

To obtain patient-derived sarcoma cells (Table S2), an
outgrowth culture from resected primary tumors was
generated. Tumors were cut in small fragments of 1-2 mm’
and washed with PBS (LifeTechnologies, Carlsbad, CA). All
sarcoma samples were cultured in Dulbecco’s minimal essential
medium (DMEM, LifeTechnologies) containing 4.5 g/l glucose
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) or Eagle’s Minimum
Essential Medium (EMEM, LifeTechnologies) supplemented
with 10% fetal bovine serum (Biochrom, Berlin, Germany) and
1x antibiotic-antimycotic solution (LifeTechnologies) with 100
units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 0.25 pg/ml
amphothericin B (Thermo Fisher Scientific). After reaching
optimal density, cells were cryopreserved with 90% FBS and
10% DMSO (Merck, Darmstadt, Germany) in liquid nitrogen.
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FIGURE 1 | Mechanism of action of NKG2D-CD16/CD3 fusion proteins. Schematic illustration of BFP consisting of the extracellular domain of the NKG2D receptor
fused to Fab-fragments directed against CD3 (NKG2D-CD3) or CD16 (NKG2D-CD16). Binding of NKG2D to NKG2DL (MICA/B, ULBP1-6) leads to activation of
T cells and NK cells via anti-CD3 and anti-CD16 Fab-fragments and subsequent lysis of tumor cells. The graphic was created with BioRender software

Blood samples from 16 consecutive sarcoma patients treated
at the Department of Medical Oncology and Pneumology (10-
11/2020) were included in our study. The patient characteristics
in detail are given in Table 1 and the respective treatment
regimens are given in Table S3. Peripheral Blood Mononuclear
cells (PBMC) of healthy donors or sarcoma patients were isolated
by density gradient centrifugation (Biocoll; Biochrom) and viably
stored in liquid nitrogen. After thawing, PBMC were cultured for
18-24 h in media prior the use in functional experiments.

Written informed consent, in accordance with the Helsinki
protocol, was given in all cases.

PCR

Total RNA of 1-3 million sarcoma cells was isolated using the High
Pure RNA Isolation Kit (Roche, Basel, Switzerland) and ¢cDNA
synthesis was done using FastGeneScriptase II (NIPPON Genetics

Europe, Diiren, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. Primer sequences for MICA, MICB, ULBP1-4 and
GAPDH were used as previously described (24, 25) (Table S4).
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) was
performed as described previously (26). Quantitative PCR (q-PCR)
was performed using PerfeCTa SYBR Green FastMix (Quanta
Biosciences Beverly, MA) with a LightCycler 480 (Roche) instrument.

Immunohistochemistry and
Immunofluorescence

For H&E staining sarcoma tissue samples were paraffin-
embedded. 4 um paraffin-embedded samples were stained with
hematoxylin and eosin following standard protocols. For
immunofluorescence staining, SW1353 and RD-ES cells were
incubated with PBMC of healthy donors (ratio 2.5:1). After
incubation, media was aspirated and cells were fixed using 4%
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TABLE 1 | Patient characteristics.

Clinical characteristics Total
(n=16)
Gender
Female sex, n (%) 5(31)
Age

Age in years, mean-yr. + SD (range)
TNM classification, n (%)
Stage
TO
T
T2
T3
T4
Tx
Node
NO
N1
N2
N3
Nx
Metastasis
MO
M1
Histological subtype
Ewing sarcoma
Osteosarcoma
Chondrosarcoma
SynovialSarcoma
Liposarcoma
Leiomyosarcoma
Soft tissue sarcoma not otherwise specified
Angiosarcoma

Histological grading, n (%)
G1
G2
G3
Unknown

Treatment, n (%)
Anthracycline
Anthracycline/platinum
Vincaalcaloid/anthracycline/

topoisomerase |l inhibitor
Vincaalcaloid/actinomycin
Alcaloid
Purine analogue

Peripheral blood count
Leucoytes (1/ul)
Hb (g/dL)
Thrombocytes (10%/ul)

Therapy line at the time-point of blood sampling

Neoadjuvant
Adjuvant, n (%)
1st line, n (%)
2nd line, n (%)
> 2nd line, n (%)

Therapy line at the time-point of blood sampling

Neoadjuvant
Adjuvant, n (%)

TNM, tumor (T), nodes (N), metastases (M), Hb, hemoglobin.

49,5 + 18,5 (19-72)
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paraformaldehyde (PFA) in PBS (10 min at 20°C). After PFA was
aspirated, cells were washed three times using PBS + 0.1%
Tween20 (PBST). Cells were blocked using a Bovine Serum
Albumin (BSA) blocking solution containing 5% BSA, 0.2%
Triton X-100 and 0.1% Tween20 for 60 min. Blocking buffer
was aspirated and cells were washed three times with PBST.
Staining was conducted using a rabbit o-Tubulin antibody
(11H10, 1:500, Cell Signaling, Danvers, MA) and murine
mAbs against CD3 (clone OKT3, 1:25, Biolegend, San Diego,
CA), CD16 (clone #1001049, 1:25, R&D systems, Minneapolis,
MN) or Perforin (clone 8g9, 1:250, BD Pharmingen, Heidelberg,
Germany) (overnight at 4°C), followed by a Alexa-Fluor 488
labeled anti-mouse (1:500) and Alexa-Fluor 594 labeled anti-
rabbit (1:500) antibody (both Invitrogen). For staining of actin,
fluorescein conjugated Phalloidin (1:1000, Abcam, Cambridge,
Great Britain) was used according to manufacturer’s
instructions. Slides were mounted in fluorescent mounting
medium; DAPI was used for counter-staining. Pictures were
acquired using an Olympus BX63 microscope and a DP80
camera (Olympus, Shinjuku, Japan).

Flow Cytometry

For studies on NKG2DL surface expression and NKG2D
binding, cells were stained with respective unconjugated mAbs
(10 pg/mL) for single NKG2DL or the corresponding isotype
controls as described previously (19) and biotinylated NKG2D-
Fc (20pg/mL) or the corresponding isotype control as described
previously (24) followed by a goat anti-mouse PE conjugate
(Dako, Glostrup, Denmark) or a streptavidin-conjugated PE
conjugate (LifeTechnologies, Carlsbad, CA), respectively.

PBMC subsets of sarcoma patients and healthy control donors
were identified by counterstaining with CD3-APC/Fire750, CD4-
Pacific Blue, CD8-BV605, CD14-BV785, CD16-APC, CD19-FITC,
CD56-PeCy7 and HLA-DR-BV650 (BioLegend).

For studies on NK cell activation and degranulation, the
fluorescently labeled mAbs CD69-PE and CD107a-PE (BD
Pharmingen) as well as CD3-APC/Fire750, CD4-APC, CD8-
FITC and CD56-PeCy7 or CD56-BV711 (BioLegend) were used.
For Flow cytometric analysis of target cell lysis, sarcoma cells
were loaded with 2.5 uM CellTrace ™ Violet cell proliferation dye
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and cultured with
PBMC (E:T 2.5:1) in the presence or absence of the fusion
proteins (2.5 pg/mL). Standard calibration beads (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) were used to ensure the analysis of
equal assay volumes and therefore to account for the number of
target cells that had vanished from the culture.

Dead cells were excluded from analysis by 7-AAD (BioLegend).
Measurements were performed using a FACS Canto II or FACS
Fortessa (BD Biosciences, San Diego, CA) and data analyzed using
the software FlowJo V10 (FlowJo LCC, Ashland, OR).

Analysis of NK and T Cell Activation and
Degranulation

To determine the activation status of PBMC obtained from
sarcoma patients and healthy donors in the absence of target
cells, 7.5 pug/mL anti-NKG2D mAb (6H7) was coated on 96-well
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plates overnight and, after rinsing with PBS, followed by 2 h
incubation with or without the NKG2D fusion proteins (10 g/
mL each). Subsequently, mAb solution was removed and 5x10°
PBMC were added, incubated for 24 h and analyzed by flow
cytometry for CD69 expression.

To determine activation and degranulation in the presence of
target cells, 200.000 sarcoma cells were cultured with allogenic
PBMC of healthy donors (E:T ratio 2.5:1) for 4 h and 24 h,
respectively. For analysis of degranulation after 4 h, CD107a-PE
(1:25), BD GolgiStop and BD GolgiPlug (1:1000, both BD
Biosciences) were added to the coculture of PBMC and
sarcoma cells. Analysis was conducted using flow cytometry.

Analysis of Cytokine Expression and
Secretion

PBMC of healthy donors were cultured with sarcoma cells (E:T
ratio 2.5:1) in the presence or absence of treatment (2.5 pg/mL).
After 4 h, supernatants were harvested and secretion of IFNY,
Granzyme A, Perforin and Granulysin was then analyzed using
Legendplex assays (BioLegend). For analysis of cytokine
expression, PBMC were treated as described above and
cultured for 24 h. Monensin (GolgiStop, BD Biosciences) was
added 12 h prior to flow cytometric analysis. Cells were stained
using the Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Solution
Kit (BD Biosciences). For detection of intracellular levels of IFNy
(clone b27) and Perforin (clone dG9), fluorescence-conjugated
antibodies (both from BioLegend) were used in 1:20 dilutions.

Cytotoxicity Assays

Lysis of sarcoma cells by PBMC of healthy donors in the
presence or absence of the fusion proteins (2.5 pg/mL) was
assessed by 2 hour Europium based cytotoxicity assays as
previously described (20). In brief, sarcoma cells were labeled
with DELFIA® BATDA for 1 h (Perkin Elmer, Waltham, MA).
After labeling, the cells were incubated with PBMC at the
indicated E:T ratios. After incubation, 20 ul supernatant of
each sample was mixed with 200 ul DELFIA® Europium
solution (PerkinElmer). Subsequent, samples were measured
using a VICTOR (Wallac Oy, Finland)

Specific lysis was calculated as follows:

100 x (experimental release — spontaneous release)/
(maximum release — spontaneous release).

Long-term cytotoxicity analyses were performed using the
IncuCyte® S3 Live-Cell Analysis System (Essenbioscience, Sartorius,
Gottingen). Sarcoma cells were cultured with PBMC of healthy
donors (E:T ratio 5:1) with or without the indicated treatments (2.5
pg/mL each). Live cell imaging pictures were taken every 4 h with 10x
magnification. To quantify living cells, confluences were normalized
to the respective measurement at T=0 h.

Statistics

If not indicated otherwise, values depict means + standard
deviation (SD). For continuous variables student’s t test,
Mann-Whitney U test or one-way ANOVA was used. For
statistical analysis, GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San
Diego, CA) was used. All statistical tests were considered
significant when p was below 0.05.

RESULTS

Characterization of NKG2DL Expression in
Sarcoma Cells

Since different subgroups of STS have been reported to express
varying patterns of NKG2DL (22, 23), we initially characterized
the NKG2DL mRNA expression in rhabdomyosarcoma (RD-
ES), osteosarcoma (SaOs), liposarcoma (SW872), synovial
sarcoma (SW982) and chondrosarcoma (SW1353) cell lines.
This mRNA analysis confirmed expression of at least one
NKG2DL with varying expression patterns in all tested STS
cell lines (Figures 2A, B). Whereas MICA, ULBP2 and 3 mRNA
levels were found to be broadly expressed in all STS cell lines,
MICB and ULBP4 mRNA signatures were only detected to a very
low amount.

Next we determined the surface protein expression using specific
mAbs against MICA, MICB, and ULBP1-4. For analysis of the
expression of ULBP5 and 6, an Ab recognizing both in combination
with ULBP2 was used. The detectable levels on the surface of the cell
lines did not directly mirror the mRNA expression levels detected
upon PCR analysis, which is in line with the fact that NKG2DL
expression underlies posttranslational regulation (27, 28). MICA
and ULBP2 showed the highest prevalence as well as surface
expression level among the tested cell lines, whereas ULBP1 and
ULBP4 could not be detected (Figure 2C). Determination of
NKG2DL surface levels using a NKG2D-Fc chimera for
simultaneous analysis of all different NKG2DL showed different
staining intensities between the cell lines (Figure 2D). Each single
NKG2DL is characterized by a specific affinity for the NKG2D
receptor (29), which results in varying intensities of mAB-based
staining compared to the NKG2D-Fc fusion protein staining. Based
on the results for NKG2DL expression, we chose the cell lines SaOs,
RD-ES and SW1353 for further functional evaluation. In addition,
we analyzed binding of NKG2D on 6 patient-derived sarcoma cells
from 6 STS subgroups (Table S2). Patient-derived sarcoma cells
were analyzed by flow cytometry after dissociation and an
outgrowth culture from resected primary tumors. For
identification of the tumor tissue sections, H&E stainings of
paraffin-embedded tissue was performed additionally. The
analysis revealed expression of NKG2DL to different extends with
the NKG2D-Fc fusion protein and a mAb NKG2DL cocktail
staining (Figures 2E, S1).

Modulation of NK and T Cell Binding

and Reactivity Against STS cells by
NKG2D BFP

Next we analyzed the efficacy of NKG2D-CD16 and NKG2D-
CD3 to mediate T and NK cell recruitment to the sarcoma cells.
PBMC of healthy donors were incubated with RD-ES and
SW1353 cells in the presence or absence of NKG2D-CD16 and
NKG2D-CD3 BFP. Immune cell recruitment to STS was visually
quantified via determination of co-localized effector and target
cells per field of view (FoV). We observed a significant increase of
CD16" cells interacting with sarcoma cells when treated with
NKG2D-CD16 in three independent experiments and two
different cell lines (RD-ES: p<0.0001, SW1353: p<0.0001,
Figures 3A, S2A). A similar effect was observed for CD3" cells
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when RD-ES and SW1353 cells were co-incubated with PBMC
and NKG2D-CD3 (RD-ES: p<0.0001, SW1353: p<0.0001,
Figures 3B, S2B), confirming enhanced recruitment of NK
and T cells upon treatment with the respective BFP.

Next we characterized the potential of our constructs to
induce effector cell reactivity against sarcoma cells. To this end,
PBMC of healthy donors were cultured with SW1353, RD-ES or
SaOs cells in the presence or absence of BFP. Flow cytometry
analysis of CD69 on NK and T cells revealed that both constructs
significantly induced activation upon treatment with NKG2D-
CD16 and NKG2D-CD3, respectively (NK cells: p=0.009, CD4:
p=0.0001, CD8: p=0.0009, Figure 4A). In line, determination of
CD107a upregulation confirmed that NKG2D-CD16 and
NKG2D-CD3 potently induced degranulation of NK and T
cells, respectively (NK cells: p<0.0001, CD4: p<0.0001, CD8:
p<0.0001, Figure 4B). Additional analysis of supernatants by
Legendplex assays showed a significant increase in IFNYy
secretion after treatment with NKG2D-CD3, while secretion of
Perforin was profoundly increased in supernatants of NKG2D-
CD16 treated cells. Furthermore there was a tendency to
increased Granzyme A and Granulysin secretion after
NKG2D-CD16 treatment (Figure 4C). To determine induction
of Perforin and IFNYy by treatment with the BFP, we analyzed the
effector cells using intracellular flow cytometry. Expression of
Perforin was significantly increased in both CD4" and CD8" T
cells (Figure 4D). IFNY expression was potently induced in CD8"
T cells with only marginal effects for CD4" T cells (Figure 4E).
NK cells constitutively contained large amounts of Perforin and
IFNY (Figure S3). In addition to Perforin detection via
Legendplex assay and intracellular flow cytometric staining, we
performed immunofluorescence staining of Perforin in CD16"
and CD3" effector cells. Interestingly, a bright staining for
Perforin could be detected after 1 h and 3 h of treatment with
NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3, respectively (Figures 4F, S4).

Subpopulations of PBMC and Modulation
of NK and T Cell Reactivity in Advanced
STS Patients

To determine whether there are disease and treatment-associated
alterations in the immune cell subsets of sarcoma patients that
could impair treatment efficacy of our BFP, we comparatively
analyzed PBMC of healthy donors (HD) and sarcoma patients
(STS). Of note, during sample generation all tested STS patients
were treated with intense neo- or adjuvant cytotoxic
chemotherapy. Specific details on treatment regimens of all
STS patients are given in Table 1 and Table S3. In our
pretreated STS cohort we observed normal counts for
leukocytes, neutrophils and monocytes (Figure 5A). Due to
the chronic treatment-related toxicity we detected slightly
decreased total numbers of lymphocytes. To further examine
distribution of the main PBMC subsets including B cells
(CD19"), Monocytes (CD14"), Dendritic cells (DCs) (HLA-
DR™"), NK cells (CD3°CD56%) and T cells (CD3*CD4" and
CD3"CD8"), we performed flow cytometric analyses.
Compared to healthy donors, we observed a treatment-related
decrease of B and T cells (Figures 5B, F). In case of T cells, the

CD8" subset was less affected than the CD4" subset (Figure 5F).
The proportion of DCs was similar in the two cohorts (Figure
5D). In contrast, increased levels of Monocytes and NK cells
were observed in the STS cohort (Figures 5C, E). A more
detailed analysis of NK cell subsets revealed that in particular
the proportion of the CD56™CD16" subset was increased
(Figure S5).

To determine whether NKG2D-CD3 and NKG2D-CD16
could stimulate effector cells of pretreated STS patients in a
similar manner as in healthy donors, we employed an
experimental setting independent of target cell binding. To this
end, PBMC of 5 healthy donors and 4 STS patients were cultured
on the immobilized BFP for 24 h and analyzed for CD69
expression by flow cytometry. Although NK cells of STS
patients showed slightly decreased CD69 expression after
treatment with NKG2D-CD16 compared to healthy donors
(Figure 5F), this trend did not reach statistical significance
(p=0.15). Upon treatment with NKG2D-CD3, T cells of STS
patients showed slightly higher CD69 expression levels than
healthy donors (Figure 5G).

Further, the cytotoxic capacity of PBMC from STS patients
was analyzed by co-culturing of PBMC from STS patients and
healthy donors with sarcoma cells (RD-ES, SaOs, and SW1353)
in the presence of NKG2D-CD3/CD16 for 24 h followed by
intracellular staining for Perforin and IFNY. No difference
between healthy donors and STS patients NK and T cells with
regard to Perforin expression was observed (Figure 5H). In
contrast, STS patients exhibit significantly increased IFNy
positive NK cells after treatment with BFP, while comparable
IFNYy induction was observed for T cells (Figure 5I).

Induction of Target Cell Lysis by NKG2D
Fusion Proteins

Finally, we analyzed whether effector cell activation was mirrored
by a lysis of tumor targets. As NKG2D-CD3 and NKG2D-CD16
stimulate T cells and NK cells which differ with regard to efficacy
of effector function over time, we performed cytotoxicity assays
after various incubation times using different suitable
experimental systems. Europium based short-term cytotoxicity
assays showed a potent target cell lysis by treatment with
NKG2D-CD16 after 2 h, whereas no significant effect was
observed with NKG2D-CD3 (Figures 6A, S6A). After 72 h,
flow cytometry based lysis assays (Figures 6B, S6B) revealed
profoundly stronger effects with NKG2D-CD3. The finding that
the lysis capacity of NKG2D-CD3 occurs at later time points and
then surpasses the effects of NKG2D-CD16 was also confirmed
by live cell imaging over an incubation period of 136 h
(Figure 6C).

DISCUSSION

Although therapeutic options in solid tumors have increased
over the recent years, treatment of STS remains still challenging.
The complex tumor biology and clinical heterogeneity in STS
further complicates the establishment of standardized, efficient
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FIGURE 3 | Recruitment of NK and T cells to tumor cells via binding of NKG2D-CD3/CD16. The Indicated sarcoma cell lines were cultivated with PBMC of healthy
donors (E:T 2.5:1) in the presence or absence of NKG2D-CD3/CD16 (2.5 ug/ml) and subsequently stained for o-Tubulin and (A) CD16 or (B) CD3. DAPI was used
for counterstaining. Interaction of CD16* and CD3" cells was quantified by counting triple positive cells located at sarcoma cells. Grey and black dots represent

individual analysis per FoV (n=12) out of three independent experiments.

treatment concepts (1, 8). In advanced, unresectable or
metastatic disease, multimodal high-dose chemotherapeutic
agents are commonly used, however with only limited success
(10). Accordingly, new therapeutic concepts are urgently needed.

The NKG2D receptor was initially described on human NK
and T cells as mediating immune cell activation (30, 31). The

ligands of NKG2D include MICA, MICB and ULBP1-6 (32, 33)
and are upregulated in multiple tumor entities like acute myeloid
leukemia, ovarian-, breast-, lung-cancer, melanoma, glioma and
STS (17). Since NKG2DL show a high potential to stimulate
immune cells via NKG2D and are mainly absent in healthy
tissues, multiple treatment approaches modulating the NKG2D
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FIGURE 4 | Induction of NK and T cell reactivity by NKG2D-CD16/CD3 against sarcoma cells. PBMC of healthy donors were cultured with or without sarcoma cells
at an E:T ratio of 2.5:1 in the presence or absence of NKG2D-CD16/CD3 (2.5 ug/mL). (A) Activation of NK cells and CD4* and CD8* T cells was determined by
expression of CDB9 after 24 h. In the left panels exemplary flow cytometry results obtained with SaOs and in the right panel combined data with sarcoma cell lines
SaOs, RD-ES and SW1353 and with PBMC of 4 different donors are shown. (B) Degranulation of NK cells and CD4* and CD8" T cells was determined by
expression of CD107a after 4 h. In the left panels exemplary flow cytometry results obtained with SaOs and in the right panel combined data with sarcoma cell lines
SaOs, RD-ES and SW1353 and with PBMC of four independent donors are shown. (C) Supernatants were analyzed for IFNy, Granzyme A, Perforin and Granulysin
after 4 h by Legendplex assays. Shown are pooled results with sarcoma cell lines SaOs, RD-ES and SW1353 and with PBMC of two independent donors. (D, E)
Intracellular expression of Perforin (D) and IFNy (E) was analyzed after 24 h by flow cytometry. (F) Immunofluorescent staining was performed after 1 h (for NKG2D-
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FIGURE 5 | Immune cell characterization and lymphocyte activation capacity in advanced STS patients and healthy donors. PBMC were collected from healthy
donors (HD) and patients with advanced STS (STS). (A) Immune cell counts for leukocytes, neutrophils, lymphocytes and monocytes at time point of PBMC
collection is shown (n=16). (B-F) Indicated cell types were identified by counterstaining of PBMC from HD (n=13) and from STS patients (n=10) for CD3, CD4, CD8,
CD14, CD16, CD19, CD56 and HLA-DR and subsequently analyzed by flow cytometry and displayed as percentage of mononuclear cells (MNC). (G) To analyze the
effector capacity of STS patient effector cells, bispecific NKG2D-CD16/CD3 fusion proteins were immobilized to plastic as described in the methods section and
incubated with PBMC of healthy donors (n=5) or sarcoma patients (n=4). Expression of CD69 as marker for activation was determined after 24 h using flow
cytometry. Percentage of CD69 positive NK cells after treatment with NKG2D-16 and percentage of CD69 positive CD4* and CD8" T cells after treatment with
NKG2D-CDg3 are shown. (H, I) PBMC from HD (n=6) and STS patients (n=5) were cultured with sarcoma cells (SaOs, RD-ES and SW1353) and treated with
NKG2D-CD16/CD3 (2.5 pg/ml) for 24 h. Intracellular Perforin (h) and IFNy (1) expression was analyzed by flow cytometry for CD4"* and CD8* T cells and NK cells.
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system in cancer have been investigated so far (17). Interestingly,
expression of several NKG2DL like ULBP1-4 has been identified
as negative prognostic marker in STS (18). Recent data have
already investigated the potential of NKG2D expressing NK cells
to mediate anti-sarcoma responses. However, NKG2D
expression was found to be low in both, peripheral and tumor-
infiltrating lymphocytes (TIL) like NK cells (18). As a result,
genetically modified NK-92 cells over-expressing NKG2D were
utilized and showed profound cytotoxicity (18). To overcome the

elaborative work required for NK cell generation, in our study we
used a novel NKG2D-CD16 BFP to target STS cells. Remarkably,
we observed a highly effective tumor cell lysis using NKG2D-
CD16 BFP. Since NK cell subpopulations are commonly detected
in the TME of STS patients, our preclinical therapeutic approach
appears particularly promising (11). Even more important,
NKG2D-CD16 overcomes several drawbacks of mAbs with
conventional Fc-parts like binding to inhibitory FcyR, which
may decrease immunostimulatory potential, or FcyR expressed
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on non-cytotoxic cells (e.g., platelets and B cells) and FcyR that
do not trigger cytotoxicity (e.g. CD16b on granulocytes).
Furthermore, NK cell activation is not dependent on the
NKG2D receptor which is advantageous, as NKG2D on NK
cells can be downregulated in case of sustained activation via
NKG2DL from tumor cells or other external inhibitory signals
(33, 34).

Besides NK cells, cytotoxic T cells play an important role in
tumor immunosurveillance (35, 36). Accordingly, we
additionally investigated NKG2D-CD3 BFP in STS. Similar to
NKG2D-CD16, our NKG2D-CD3 construct showed a profound
anti-sarcoma activity as revealed by T cell activation,
degranulation, IFNY and Perforin secretion as well as target
cell lysis. Our NKG2D-CD3 construct showed similar
enhanced activation of CD4" and CD8" T cells. Since CD4" T
cells play an important role in tumor immunity via promoting
CD8" T cell expansion, generating CD8" T cell memory and
priming (37-39) the dual activation of CD4" and CD8" T cells
might support anti-tumor efficiency.

When comparing the therapeutic potential of NKG2D-CD16
and NKG2D-CD3 in STS, it is important to note that NKG2D-
CD16 showed most potent cytotoxicity after short time points. In
contrast, NKG2D-CD3 required longer times to reveal
maximum anti-tumor activity. Killing efficiency was more
pronounced in T cells stimulated by NKG2D-CD3 compared
to NK cells stimulated via NKG2D-CD16. This might reflect the
finding that NKG2D-CD3 can induce T cell proliferation. NK
cell proliferation however, was not observed after activation via
NKG2D-CD16 (21).

It should be noted that treatment efficiency of our therapeutic
approach might depend on the expression pattern of NKG2DL
on tumor cells. This is reflected by the different binding capacity
of NKG2D in our tested STS cell lines. The binding affinity of
NKG2D to its repertoire of ligands varies from 10 to 10" mol/L
(40). Since some NKG2DL only share approximately 25% amino
acid homology, this might reflect an “adaptive fit” mechanism
(40). In addition, allelic variants of some NKG2DL like MICA
show large differences in NKG2D binding, which may affect their
efficacy in triggering NK and T cell reactivity (33). Furthermore
it has been reported that glycosylation of MICA enhanced
complex formation with NKG2D (33). This might reflect our
finding that STS cell lines used in this study showed different
binding of NKG2D. Nevertheless, treatment strategies which
target NKG2DL on tumor cells are promising, as revealed by
results obtained e.g. by targeting NKG2D-L with chimeric
antigen receptor T (CAR-T) cells (NKR-2) (NCT03018405),
(CYAD-02) (NCT04167696). Other promising constructs
which utilize the extracellular domain of NKG2D to target
NKG2DL expressed on various tumors are NKG2DL-targeted
Bispecific T-cell Engagers (NKG2D-BiTE) (41-43).

On a clinical background, one might speculate that lower NK
cell activation via NKG2D-CD16 correlates with lower rates of
cytokine-release dependent side effects. As a result, NKG2D-
CD16 might be promising in older STS patients, which would
not stand the sequelae of massive immediate immune activation.
Our finding that PBMCs from STS patients receiving poly-

chemotherapy showed profound NK and T cell activation after
stimulation with NKG2D-CD16 indicates that combinatorial
therapy might be promising. Due to their high anti-tumor
efficiency, NKG2D-CD3 BFP in turn might be effective as an
adjuvant mono- or combination therapy. Similar to preliminary
data on the combination of anti-PD1 and CAR-T cell therapy or
bispecific antibodies, a combined immunotherapy could be
conceivable for NKG2D-CD3 BFP treatment (44, 45).
However, further data are needed to fully elucidate the
bioavailability of our NKG2D BFP in the sarcoma TME in a
clinical setting. For bispecific antibodies it is known that a
PSMAxCD3 antibody applicated in vivo penetrates tumor
tissue, specifically localizes at the tumor site and attracts
immune effector cells (46).

In conclusion, NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 BFP showed
powerful anti-sarcoma effects in a preclinical setting. Of note, our
treatment approach was not restricted to a distinct STS entity, as
different sarcoma cell lines including osteosarcoma,
rhabdomyosarcoma and chondrosarcoma were sensitive to
treatment with both types of BFP. Moreover, we observed that
even if total account of lymphocytes in the peripheral blood is
decreased, NK and T cell activation in vitro was not significantly
affected in STS patients receiving intense treatment. Even if
further work is needed to fully characterize the potential of our
constructs, the data presented in this study highlight the
potential of BFP targeting NKG2DL in STS.
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1 Supplementary Figures
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Supplementary Figure 1 Surface expression of NKG2DL on the indicated patient-derived sarcoma
cells was examined using an antibody cocktail containing antibodies against MICA, MICB, ULBP1-4
and ULBP2/5/6 by flow cytometry. mAb against the NKG2DL are shown as shaded peaks,
corresponding isotype control is shown as open peaks.
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Supplementary Figure 2 Sarcoma cell lines SW1353 and RD-ES were cultivated with PBMC of
healthy donors (E:T 2.5:1) in the presence or absence of a: NKG2D-CD16 with SW1353 or
b: NKG2D-CD3 (2.5 pg/mL) with RD-ES for 45 min. After fixation, cells were stained for a-tubulin
(red; Alexa-633), DAPI (blue) and CD16 or CD3 (green; Alexa-488).
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Supplementary Figure 3 PBMC of healthy donors (n=6) were incubated with different sarcoma cell
lines (RD-ES, SW1353, SaOs) and treated with the indicated constructs (2.5 pg/mL) for 24 h.
Intracellular Perforin and IFNy expression of NK cells was analyzed by flow cytometry.
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Supplementary Figure 4 Sarcoma cells (SW1353) were cultivated with healthy PBMC (E:T 2.5:1) in
the presence or absence of NKG2D-CD16/CD3 (2.5 pg/mL) for 1 h and 3 h, respectively. Cells were
stained for a-Tubulin (red; Alexa-633), DAPI (blue) and the granular marker perforin (green; Alexa-
488).
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Supplementary Figure 5 PBMC were collected from healthy donors (n=15) and patients with

advanced STS (n=10). Indicated cell types were identified by counterstaining for CD3, CD56 and
CDl16.
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Supplementary Figure 6 PBMC of healthy donors (n=4) were incubated with different sarcoma cell
lines and treated with the indicated constructs (2.5 pg/mL). a: Lysis of sarcoma cell lines SaOS, RD-
ES and SW1353 (n=3) was analyzed by 2 h Europium cytotoxicity assays. Exemplary data obtained
with the indicated cell line and with different E:T ratios are shown. b: Lysis of sarcoma cell lines SaOS,
RD-ES and SW1353 (n=3) was determined by flow cytometry based lysis assay (E:T 2.5:1) after 72 h
using PBMC of healthy donors. Exemplary results with the indicated cell lines are shown.



2 Supplementary Tables

Supplemental Table 1 Soft-tissue sarcoma (STS) cell lines

Cell line STS subtype Karyotype

Known mutations

SW982 Synovial sarcoma (SS) hyperdiploid

SW872 Liposarcoma (LS) hypertriploid

RD-ES Rhabdomyosarcoma  unstable
(RMS)

SW1353  Chondrosarcoma (CS) hyperdiploid

SaOs Osteosarcoma (OS) hypotriploid

BRAF p.V600E Het.
CDKN2A p.0? Hom.

BRAF p.V600E Het.
CDKN2A p.R80
Hom.

PTEN p.0? Hom.
TP53 p.J251N Hom.

NRAS p.Q61H Hom.
TP53 p.R248W Hom.
nd

TP53 p.0? Hom.
RbI1 p.? Hom.




Supplemental Table 2 List of sarcoma samples used in this study

f;;i:lllet STS subtype Gender Age Hls(t;()lg?it: ;)i(_)?’g)lcal
LMS Leiomyosarcoma (LMS) F 76 3
(O] Osteosarcoma (OS) M 14 3
RMS Rhabdomyosarcoma (RMS) M 51 3
LS Liposarcoma (LS) F 58 1
CS Chrondrosarcoma (CS) F 62 3
SynS Synovial sarcoma (SynS) M 76 3




Supplemental Table 3 Treatment regimens of sarcoma patients

Sarcoma

patient Treatment
I Anthracycline / platinum
I Anthracycline / platinum
I Anthracycline
VI Vincaalcaloid / actinomycin
A" Vincaalcaloid / anthracycline / topoisomerase II inhibitor
VI Anthracycline / platinum
VIl Anthracycline
VIII Anthracycline / platinum
IX Alkaloid (Trabectedin)
X Alkylating agent / Purine analog (Dacarbazin)
XI Vincaalcaloid / anthracycline / topoisomerase II inhibitor
X1 Anthracycline
XIII Anthracycline / platinum
XIv Anthracycline
XV Alkaloid (Trabectedin)
XVI Anthracycline




Supplemental Table 4 Primer sequences

5’-GGCATCTTCCCTTTTGCAC-3’

MICA
5’-GGACAGCACCGTGAGGTTAT-3’
MICB 5’-CTGAGAAGGTGGCGACGTA-3’
5’-CGAAGACTGTGGGGCTCA-3’
5’-ACTGGGAACAAATGCTGGAT-3’
ULBFL 5’-GAGAAGGCTCCAGGGACTG-3’
ULBP? 5’-CCGCTACCAAGATCCTTCTG-3’
5’-GGGATGACGGTGATGTCATAG-3’
ULBP3 5’-TCCCTGGCATCTGAGAAGAG-3’
5’-CAGAAAGGCACAGTGGTGAGT-3’
ULBP4 5’-AGCACTTGGGGAGAATTGAC-3’
5’-CTTGCAGAGTGGAAGGATCAC-3’
GAPDH 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’

5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’
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Natural killer (NK) cells largely contribute to antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC), a central factor for success of monoclonal antibodies
(mAbs) treatment of cancer. The B7 family member B7-H3 (CD276) recently
receives intense interest as a novel promising target antigen for
immunotherapy. B7-H3 is highly expressed in many tumor entities, whereas
expression on healthy tissues is rather limited. We here studied expression of
B7-H3 in sarcoma, and found substantial levels to be expressed in various bone
and soft-tissue sarcoma subtypes. To date, only few immunotherapeutic
options for treatment of sarcomas that are limited to a minority of patients
are available. We here used a B7-H3 mAb to generate chimeric mAbs
containing either a wildtype Fc-part (8H8_WT) or a variant Fc part with
amino-acid substitutions (S239D/I332E) to increase affinity for CD16
expressing NK cells (8H8_SDIE). In comparative studies we found that
8HB8_SDIE triggers profound NK cell functions such as activation,
degranulation, secretion of IFNy and release of NK effector molecules,
resulting in potent lysis of different sarcoma cells and primary sarcoma cells
derived from patients. Our findings emphasize the potential of 8H8_SDIE as
novel compound for treatment of sarcomas, particularly since B7-H3 is
expressed in bone and soft-tissue sarcoma independent of their subtype.
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Introduction

Sarcomas are malignancies of mesenchymal origin with
relatively rare occurrence that are classified depending on the
tissue origin (1, 2). They comprise more than 100 distinct
subtypes with different biological behavior which eventually
results in differing responses to treatment (3, 4). Five-year
survival rates of 60-80% have been reported for patients
undergoing surgical resection with subsequent chemotherapy
(5). Outcome for patients with metastatic disease at time of
diagnosis or for patients with recurrence of disease is
considerably worse (6, 7). Even though therapeutic options
have significantly increased over the last years, there is an
urgent need for new treatment approaches that are desperately
needed to improve patient outcomes (8, 9).

Treatment outcome in various types of cancer has been
significantly improved by introduction of immunotherapy with
monoclonal antibodies (mAbs). Prominent examples are Herceptin
and Rituximab, which are now established standard treatment
options for patients with Her2 expressing breast cancer and B-
cell non-Hodgkins lymphoma, respectively (10, 11). Nevertheless,
there is still plenty of room for improvement regarding the efficacy
of so far available tumor-targeting mAbs, and in many disease
entities including sarcoma no immunotherapeutic mAbs are yet
available. Antitumor mAbs elicit therapeutic efficacy to a
substantial part by induction of antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC). The major effector cell population which in
humans mediates this fundamental mAb function are natural killer
(NK) cells (12, 13). To reinforce therapeutic efficacy of tumor-
targeting mAbs, modification of the antibody Fc part is one possible
approach. Affinity to the Fc receptor CD16 on NK cells can be
increased by genetically engineering the glycosylation motifs or the
amino-acid sequence of the Fc part. This Fc optimization
potentiates the capability of mAbs to engage Fc receptor
expressing immune effector cells like NK cells (14, 15). To
engraft mAb treatment for additional disease entities,
identification of suitable target antigens that are widely expressed
on tumor cells while ideally being not expressed on healthy cells is
inevitable. In sarcomas, this is particularly challenging due to lack of
well-established target antigens, among others because of
differences between the many subtypes (8).

B7-H3 (CD276) belongs to the B7 protein family and is
classified as an integral transmembrane protein (16-18). So far,
the immunoregulatory role of B7-H3 is still under discussion,
alike its role in cancer pathogenesis (19-21). Expression of B7-
H3 has been reported for a multitude of human cancers which
include glioma, acute myeloid leukemia (AML), lung
adenocarcinoma, ovarian cancer, neuroblastoma, pancreatic
cancer, and also certain sarcomas, whereas it is largely absent
in healthy tissues (22-27). In addition, B7-H3 is expressed on the
tumor vasculature in many cancers (28-30). Overexpression of
B7-H3 is linked to unfavorable disease course and poor
prognosis for patients (25, 31, 32) and has been suggested to
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impair antitumor reactivity of T cells and NK cells (19, 29, 33).
Based on these findings, B7-H3 appears to be an attractive target
antigen for immunotherapy, as (i) B7-H3 expression is almost
exclusively limited to tumor tissue, (ii) expression on tumor
vasculature allows for additional targeting of both cancer cells
and vasculature, allowing for dual mode of anticancer action and
(iii) blocking of B7-H3 might reduce its immunosuppressive
properties. Accordingly, several B7-H3-directed therapeutics are
presently under investigation.

In the present study, we report on the overexpression of B7-
H3 in various sarcoma subtypes and the development of an Fc-
optimized B7-H3 mAb, which was characterized with regard to
its potential to induce ADCC of NK cells against sarcoma cells.

Material and methods

Cells

Isolation of healthy donor peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) was carried out by density gradient centrifugation
(Biochrom, Berlin, Germany). PBMC were collected from
healthy donors of mixed age and gender and randomly selected,
for each experiment. Cryopreserved cells were cultured at 37°C
overnight in media prior the use in functional experiments. In all
cases, written informed consent, in accordance with the Helsinki
protocol, was given. The study was conducted according to the
guidelines of the local ethics committee.

The sarcoma cell lines RD-ES (rhabdomyosarcoma), SaOs
(osteosarcoma), SW1353 (chondrosarcoma), SW872 (liposarcoma)
and SW982 (synovial sarcoma) were purchased from ATCC
(American Type Culture Collection) and cultured as previously
described (34). Cell lines used in experiments were cultivated for a
maximum of two months. To validate cell authenticity, the
respective immunophenotype provided by the supplier was
examined. To exclude contamination of cultured cells with
mycoplasma, cells were tested regularly every three months.
Patient-derived sarcoma cells from patients diagnosed with
liposarcoma, chondrosarcoma, rhabdomyosarcoma, osteosarcoma
or synovial sarcoma were obtained from outgrowth cultures of
resected primary tumors as previously described (34).

Production of antibodies

Generation of 8H8 SDIE and 8H8 WT as well as
corresponding controls was carried out by chimerization
(human immunoglobulin G1/x constant region) of the anti-
B7-H3 mAb 8HS8 and control mAb MOPC21, respectively and
Fc-optimization (S239D/I332E modification) for mAbs as
described previously (35). Briefly, respective light chain (LC)
and heavy chain (HC) plasmids were received using the
EndoFree Plasmid Maxi kit from Qiagen (Hilden, Germany)
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as described in the manufacturer’s instructions. For antibody
production, the ExpiCHO cell system (Gibco, Carlsbad, CA) was
used according to the manufacturer’s recommendations. mAbs
were purified from media by protein A affinity chromatography
(GE Healthcare, Chicago, IL) followed by preparative size
exclusion chromatography (HiLoad 16/60 Superdex 200; GE
Healthcare). To ensure quality and purity of produced
antibodies, analytical size exclusion chromatography (Superdex
200 Increase 10/300 GL; GE Healthcare) and 4-12% gradient
SDS-PAGE gels (Invitrogen; Carlsbad, CA) was performed using
the gel filtration and Precision Plus standard from Bio-Rad
(Hercules, CA), respectively.

Expression of B7-H3 mRNA based on
TCGA database analysis

Data on relative expression of B7-H3 mRNA for tumor tissue
and normal tissue samples was obtained from the Cancer Genome
Atlas (TCGA) database and the GTEx project utilizing the Gene
Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) web server as
described previously (26). Data sets for 5 different tumor subtypes
(275 tumor/349 normal tissue) colon adenocarcinoma, (286/60)
kidney renal papillary cell carcinoma, (179/171) pancreatic
adenocarcinoma, (486/338) lung squamous cell carcinoma, and
(262/2) sarcoma samples were downloaded from TCGA (http://
www.oncolnc.org) and analyzed employing the online web server
GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn).

PCR

B7-H3 primers were QuantiTect Primer Assay
Hs_CD276_1_SG (Qiagen), GAPDH primers were 5'-
AGCCACATCGCTCAGACAC-3" and 5'-GCCCAATACG
ACCAAATCC-3". 1-2 x 10° cells were used for total RNA
isolation utilizing the High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Basel, Switzerland) followed by c¢cDNA synthesis using
FastGeneScriptase II (NIPPON Genetics Europe, Diiren,
Germany) as described in the manufacturer’s instructions,
respectively. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) was performed as described previously (36, 37).
Quantitative PCR (qPCR) was performed using PerfeCTa SYBR
Green FastMix (Quanta Biosciences Beverly, MA) with a
LightCycler 480 (Roche) instrument.

Flow cytometry

For analysis of B7-H3 surface expression, fluorescence-
conjugates of B7-H3 mAb or isotype control (Biolegend, San
Diego, CA) were used. For dose titration and binding
experiments, cells were incubated with 8H8_WT, 8H8_SDIE,
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Iso_WT and Iso_SDIE followed by anti-human PE conjugate
(Jackson ImmunoResearch West Grove, PA).

To stain CDI16 positive NK cells, fluorescence-conjugates
CD3-APC/Fire, CD14-BV785, CD16-APC, CDI19-FITC and
CD56-PECy7 (all from Biolegend) were used.

Quantitative analysis of immunofluorescence to determine the
number of B7-H3 molecules on the cell surface was performed
using a murine B7-H3 Hybridoma-derived antibody and the
QIFIKIT (Dako, Hamburg, Germany) as described previously (35).

For staining of intracellular IFNYy, cells were stained with
CD3-FITC and CD56-PECy (both from BioLegend) followed by
fixation and permeabilization and staining with mouse anti-
human IFNYy-BV421 (clone b27) in 1:25 dilution using the
Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD GolgiPlug
from BD Biosciences according to manufacturer’s instructions.,

Flow cytometry-based determination of target cell lysis was
conducted as previously described (34). In brief, sarcoma cells
were loaded with 2.5 uM CellTrace' ™ Violet cell proliferation
dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) prior to seeding
in cocultures with PBMC of healthy donors in the presence or
absence of the antibodies (1 pig/mL each). Measurement of equal
assay volumes was allowed by using beads (Sigma). The
percentage of living target cells was calculated as follows: 7-
AAD" cells upon treatment/7-AAD" cells in control x 100.

7-AAD (BioLegend) staining (1:200) was used to exclude
dead cells from flow cytometric analysis or LIVE/DEAD""
Fixable Aqua (Thermo Fisher Scientific). All samples were
analyzed using the BD FACS Canto II or BD FACSCalibur
(BD Biosciences). Data analysis was performed using FlowJo
software (FlowJo LCC, Ashland, OR).

Analysis of NK cell activation and
degranulation

To determine activation and degranulation of NK cells within
healthy donor PBMC, 20,000 sarcoma cells or 5,000 patient-
derived sarcoma cells were cocultered with PBMC (E:T ratio
2.5:1) in the presence or absence (untreated) of treatment (1 pg/
mL). For analysis of degranulation, Brefeldin A (GolgiPlug, BD
Biosciences) was added into the coculture. Cells were harvested
after 4 h and stained for CD107a expression followed by flow
cytometric analysis. After 24 h, cells were harvested and stained for
CD69 expression followed by flow cytometric analysis. Analysis of
CD25 expression was performed after 72 h by FACS analysis. NK
cells were selected as CD3™ CD56" cells within PBMC.

Analysis of cytokine expression
and secretion

For analysis of cytokine secretion, healthy donor PBMC
were cultured with 20,000 sarcoma cells or 5,000 patient-derived
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sarcoma cells (E:T ratio 2.5:1) with or without (untreated) the
indicated mAbs (1 pg/mL each). After 24 h, coculture
supernatants were analyzed for secretion of Granzyme A,
Granzyme B, Perforin, Granulysin, sFasL, TNF, IL-2, IFNy, IL-
4 and IL-10 by Legendplex assays (BioLegend) according to the
manufacturers protocol. For analysis of intracellular cytokine
expression, PBMC were handled as described above and
cultured for 4 h in the presence of Brefeldin A (GolgiPlug, BD
Biosciences) and Monensin (GolgiStop, BD Biosciences). After
incubation, cells were stained for flow cytometry-based analysis.
NK cells were selected as CD3™ CD56" cells within PBMC.

Analysis of target cell lysis

Cytotoxicity of PBMC against sarcoma cells was analyzed by
BATDA Europium assays after 2 hours as described previously
(38). Percentage of specific lysis was calculated as follows: 100 x
[(experimental release) — (spontaneous release)]/[(maximum
release) — (spontaneous release)].

To perform long-term cytotoxicity analyses, the IncuCyte®
S3 Live-Cell Analysis System (Essenbioscience, Sartorius,
Gottingen) was used. Sarcoma cells were seeded in 96-well
plates and cocultured with PBMC of healthy donors (E:T ratio
5:1) with or without the indicated mAbs (1 ug/mL each). To
determine the confluence of sarcoma cells, images were taken
with 10x magnification every 4 h. To quantify living cells,
confluences were normalized to the respective measurement at
T=0 h. Cell confluence at T=0 h was set to 100%.

Statistical analysis

Data are represented as mean + standard deviation of
replicates or individual values. Statistical analyses were
performed utilizing the GraphPad Prism software (version 9).
Significant differences were calculated using the Student’s t tests,
one-way ANOVA, nonparametric Mann-Whitney test, or log-
rank test. P values are represented as: *p < 0.05.

Results

B7-H3 is expressed in bone and soft-
tissue sarcoma independent of subtype

So far, B7-H3 expression has been reported for many solid
tumors (39), but little is known regarding its expression in the
multiple subtypes of bone and soft-tissue sarcoma. As a first step,
B7-H3 mRNA expression level data sets derived from TCGA of
tumor and corresponding normal tissues were analyzed for
relative B7-H3 expression. Analysis included data sets for 275/
349 (tumor/normal tissue) colon adenocarcinoma, 286/60
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kidney renal papillary cell carcinoma, 179/171 pancreatic
adenocarcinoma, 486/338 lung squamous cell carcinoma, and
262/2 sarcoma. Compared with RNA expression in normal
tissues, the expression of B7-H3 was profoundly increased in
all analyzed data sets (Figure 1A). Based on these findings, we
analyzed expression of B7-H3 mRNA in rhabdomyosarcoma
(RD-ES), osteosarcoma (SaOs), liposarcoma (SW872), synovial
sarcoma (SW982) and chondrosarcoma (SW1353) cells.
Ubiquitous expression of B7-H3 with varying expression
intensity in all tested soft-tissue and bone sarcoma cell lines
was observed (Figures 1B, C). As a next step, we studied surface
expression of B7-H3 on sarcoma cells. FACS based analysis of
different sarcoma cell lines and patient-derived sarcoma cells
derived from multiple subtypes revealed a varying extent of B7-
H3 surface expression (Figures 1D, E). B7-H3 molecule counts
were found to range between 2,960 (SaOs) and 23,797
(SW872) (Figure 1F).

Generation and characterization of Fc
wildtype and Fc-optimized B7-H3 mAbs

From a panel of mAbs directed to B7-H3 (described in patent
application EP3822288A1), a humanized mAb with suitable
binding characteristics (clone 8H8) was selected for generation
of our B7-H3-targeting mAbs with either a human IgG1 wildtype
Fc part (8H8_WT) or a human IgGl1 part, which contains the
amino-acid substitutions S239D/I332E (8HS8_SDIE) described to
increase the affinity to the Fc receptor CD16, which mediates
ADCC (Figure 2A). As controls served wildtype and Fc optimized
mAbs with non-relevant target specificity termed Iso_WT and
Iso_SDIE (40). The mAbs were then produced as described in the
material and methods section. To biochemically characterize the
produced mAbs, SDS-PAGE and gel filtration was conducted and
revealed the expected molecular weights for LC, HC, and full
mADb, for both 8H8 WT and 8H8_SDIE, and confirmed the lack
of aggregates (Figure 2B). Next, dose titration experiments (range
3-30,000 ng/ml) with the five different sarcoma cell lines were
performed using flow cytometry. We observed saturated binding
of both 8H8_WT and 8H8_SDIE at concentrations of about 1000
ng/ml. Specificity and affinity of the B7-H3 mAbs was not affected
by the Fc optimization (Figure 2C), and the concentration of 1000
ng/ml was used for further analyses. Binding of 8H8_WT and
8H8_SDIE to sarcoma cells was confirmed with samples derived
from patients with sarcomas of various subtypes (Figure 2D).
Next, we analyzed the binding of both mAbs to CD16 on NK cells
within resting PBMC. 8H8_WT bound to NK cells, while
8HB8_SDIE displayed substantially more pronounced binding
(Figure 2E; Supplementary Figures 1, 2).

Binding of an antibody to its target molecule often results in
a dose-dependent modulation of target antigen expression. This
in turn impairs therapeutic efficacy (41). Therefore, we analyzed
the antigen shift induced by our 8H8_SDIE on sarcoma cells.
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FIGURE 1
Characterization of B7-H3 expression in sarcoma cell lines and patient-derived sarcoma cells. (A) Relative mRNA expression of B7-H3 in indicated
tumor and corresponding normal tissues was analyzed using the online web server GEPIA. T, tumor tissue; N, normal tissue (B) B7-H3 mRNA
expression of sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 was determined via RT-PCR with GAPDH serving as control. PCR
products were visualized by agarose gel electrophoresis. (C) mRNA expression analysis of B7-H3 mRNA relative to GAPDH mRNA in five different
sarcoma cell lines. Results for n=3 experiments are shown. (D, E) Surface B7-H3 expression on the indicated sarcoma cells was analyzed by flow
cytometry using mAb against B7-H3 (shaded peaks) and corresponding isotype control (open peaks). Exemplary histograms (upper panels) and
dot plots (lower panels) from one representative experiment of a total of three with similar results are shown. B7-H3 expression of (D) sarcoma
cell lines and (E) patient-derived sarcoma cells of different subtypes dissociated from primary tumor samples are shown, respectively. (F) B7-H3
molecule counts on sarcoma cell lines were determined by FACS. Results for two independent experiments are shown.
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FIGURE 2
Generation and binding characteristics of B7-H3 specific antibodies. (A) Schematic illustration of the generated B7-H3 specific antibodies, either
with wildtype Fc part (8H8_WT) (top) or Fc optimized part to enhance affinity to CD16 (8H8_SDIE) (bottom). Created with BioRender.com. (B)
Exemplary results of an SDS PAGE (left panel) for both B7-H3 antibodies and of size exclusion chromatography for 8H8_WT (middle panel) and
8H8_SDIE (right panel) (C) Sarcoma cell lines were incubated with the indicated concentrations of 8H8_WT, 8H8_SDIE or the corresponding
levels from one representative experiment of a total of three with similar results are shown. (D) Binding of 8H8_WT and 8H8_SDIE or the
corresponding controls (1 pg/ml) to the surface of patient-derived sarcoma cells was analyzed by flow cytometry using the 8H8 antibodies
(shaded peaks) and the corresponding isotype controls (open peaks), respectively. (E) Specific binding of 8H8 mAbs to CD16 on NK cells was
analyzed by flow cytometry using NK cells (CD3” CD56%) within healthy donor PBMC incubated without (open peaks) or with the 8H8 mAbs
(shaded peaks) followed by an anti-human PE conjugate. (F) Sarcoma cells RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 were incubated with
were washed and reincubated with 1 ug/ml of 8H8_SDIE, followed by an anti-human PE conjugate (1:100) and then analyzed by flow
cytometry. Relative surface expression of B7-H3 was calculated by defining the mean fluorescence intensity of cells preincubated without
antibody as 100%. Exemplary data from one representative experiment of a total of three are shown.

Frontiers in Immunology

06

frontiersin.org


https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.1002898
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org

Hagelstein et al.

Upon exposure to different concentrations of 8H8_SDIE (range
3-10 000 ng/ml) for 24 h or 72 h, only marginal reduction of B7-
H3 on the cell surface was observed (Figure 2F).

B7-H3-targeting mAbs induce NK cell
reactivity against sarcoma cells

Next, we determined whether and how our B7-H3-targeting
mAbs induce NK cell anti-sarcoma reactivity. For these studies,
healthy donor PBMC bearing NK cells as immune effector cells
were cultivated with sarcoma cell lines with or without
8H8_WT, 8H8_SDIE or the corresponding isotype controls.
Analysis of NK cells within PBMC for CD69 expression after
24 h by flow cytometry revealed that 8H8_WT already enhanced
NK cell activation, and NK cell activation was further
significantly enhanced upon treatment with 8H8_SDIE for all
sarcoma cell lines. The control mAbs with nonrelevant target
specificity had no significant effect (Figure 3A). Since CD25" NK
cells exhibit a higher proliferative activity (42), we analyzed
induction of the activation marker CD25 on NK cells. CD25
expression was significantly increased upon incubation of PBMC
with all sarcoma cell lines for 72 h with 8H8_SDIE, but not with
8H8_WT for cocultures with all cell lines or controls (Figure 3B).
CD107a serves as surrogate marker for degranulation of NK
cells. Flow cytometry analysis of CD107a expression revealed
that presence of 8H8_WT in cocultures with sarcoma cells RD-
ES, SaOs and SW1353 already significantly enhanced CD107a
expression, and a significantly more pronounced effect was
observed for all cell lines upon treatment with 8H8_SDIE,
whereas control mAbs had no relevant effect (Figure 3C).
Analysis of IFNY secretion into culture supernatants of PBMC
and sarcoma cell lines by Legendplex assays showed an increase
in cytokine release after treatment with 8H8_WT with a
significantly higher effect upon incubation with 8H8_SDIE
(Figure 4A). IFNYy is a cytokine that mediates various
immunomodulatory effects including direct anti-tumor effects,
but also enables NK cells to shape subsequent adaptive immune
responses (43). Analysis by intracellular flow cytometry
confirmed that induction of IFNy was significantly increased
in NK cells upon treatment with both 8H8_WT and 8H8_SDIE,
with again superior effects of 8H8_SDIE (Figure 4B). Finally, we
analyzed the release of effector and immunomodulatory
molecules mediating NK cell effector functions in supernatants
after coculturing PBMC and sarcoma cells using Legendplex
assays. The presence of 8H8_WT already enhanced levels of
analyzed molecules, whereas a clear tendency for enhanced
levels of Granzyme B, Perforin, Granulysin, sFasL and IFNy
was observed for 8H8_SDIE, whereas levels of Granzyme A,
TNF, IL-4 and IL-10 were significantly increased (Figure 4C).
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Induction of target cell lysis by B7-H3-
targeting mAbs 8H8_SDIE and 8H8_WT

Next, we investigated whether the enhanced NK cell activity
was mirrored in analyses of cytotoxicity. To this end, we
determined the capacity of 8H8_SDIE and 8H8_WT to induce
target cell lysis by NK cells. Cocultures of bone and soft tissue
sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982
with healthy donor PBMC revealed that 8H8_WT enhanced
target cell lysis in short-term cytotoxicity assays. Sarcoma cell
lysis induced by 8H8_SDIE was clearly superior to 8H8_WT for
all different sarcoma cells lines, whereas presence of control
mAbs had no effect on target cell lysis (Figure 5A). In line,
analysis in long-term FACS based lysis assays over 72 h showed
pronounced efficacy of 8H8_SDIE against sarcoma cells
(Figure 5B) compared to 8H8_WT. Despite the heterogenous
morphology and growth rates of the different sarcoma cell lines,
the superior capacity of 8H8_SDIE to induce target cell lysis
compared to 8H8_WT was additionally confirmed in extended
analyses of sarcoma cell lysis observed for 120 h by live cell
imaging (Figure 5C, Supplementary Figure 3). Of note, SH8_WT
also showed a clear tendency to induce NK cell reactivity against
sarcoma targets, but upon treatment with 8H8_SDIE, profound
sarcoma cell lysis was observed with all five cell lines displaying
varying levels of B7-H3 on the cell surface.

B7-H3-targeting mAbs induce NK
reactivity against patient-derived
sarcoma cells

Finally, we investigated the efficacy of our B7-H3-targeting
mAbs in comparative analyses of 8H8_SDIE versus 8H8_WT
and respective controls to induce NK reactivity against sarcoma
cells derived from patients diagnosed with liposarcoma,
chondrosarcoma, rhabdomyosarcoma, osteosarcoma or
synovial sarcoma. Cocultures of healthy donor PBMC
containing NK cells as effector cells with B7-H3 expressing
patient-derived sarcoma cells revealed, alike our flow
cytometric analyses with sarcoma cell lines, that treatment
with 8H8_WT already enhanced NK cell activation and
degranulation (Figures 6A, B). Treatment with 8H8_SDIE
caused a pronounced and significant increase in activation and
degranulation as compared to 8H8_WT, whereas presence of
control antibodies Iso_ WT and Iso_SDIE had no relevant effect.
In line, the findings for 8H8_SDIE on NK cell activation and
degranulation resulted in potent induction of ADCC and
ultimately tumor cell lysis. Short-term cytotoxicity assays
confirmed that treatment with 8H8_WT and 8H8_SDIE
induced a clearly target-antigen restricted lysis, whereas
8HB8_SDIE induced superior killing as observed with all tested
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Induction of NK cell reactivity by B7-H3 antibodies against sarcoma cells. PBMC of healthy donors were cultured with or without sarcoma cells
at an E:T ratio of 2.5:1 in the presence or absence of B7-H3 antibodies or the corresponding isotype controls (1 ug/mL). (A) Activation of NK
cells was determined by expression of CD69 after 24h. In the upper panels, exemplary flow cytometry results obtained with SaOs and in the
lower panels data for sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 (n=5) with PBMC of 4 different donors are shown. (B)
Activation of NK cells was determined by expression of CD25 after 72h. In the upper panels exemplary flow cytometry results obtained with RD-
ES and in the lower panels data with sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 with PBMC of 4 different donors are shown.
(C) Degranulation of NK cells was determined by expression of CD107a after 4h. In the upper panels exemplary flow cytometry results obtained
with SW872 and in the lower panels data with sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 with PBMC of four independent
donors are shown. ns, not significant; *statistically significant differences (p-value < 0.05).
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FIGURE 4

Induction of immunoregulatory molecules by B7-H3 antibodies against sarcoma cells. Healthy donor PBMC were cultured with sarcoma cells at
an E:T ratio of 2.5:1 in the presence or absence of 8H8_WT, 8H8_SDIE or the corresponding isotype controls (1 ug/mL) (A,B) Supernatants and
NK cells within PBMC were analyzed for IFNy. (A) Release of IFNy after 24 h was analyzed in supernatants of cocultures by Legendplex assays. In

the left panel, exemplary results with SW1353 are shown, in the right panel results obtained with sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353 and
SW872 and with PBMC of four independent donors are shown. (B) Intracellular expression of IFNyin NK cells within PBMC identified by
counterstaining with CD3” CD56" was analyzed after 4 h by flow cytometry. In the upper panel, exemplary results obtained with SaOs and in
the lower panel data obtained with sarcoma cells (RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982) and with PBMC of four independent donors are
shown. (C) Supernatants were analyzed for effector molecules Granzyme A, Granzyme B, Perforin, Granulysin and sFasL and for release of
immunoregulatory molecules TNFa, IL-2, IFNy, IL-4, IL-10 after 4 h by Legendplex assays. Shown are pooled results with sarcoma cell lines
SW1353 and SW872 and with PBMC of two independent donors. ns, not significant; *statistically significant differences (p-value < 0.05).

patient-derived sarcoma cells of different origin (Figure 6C).

Likewise, B7-H3 mAB induced profoundly higher and long-

lasting lysis of sarcoma cells. Hence, 8H8_SDIE is able to
potently elicit NK cell immunity against primary sarcoma cells

regardless of their subtype.

Frontiers in Immunology

Discussion

Therapeutic modalities for sarcoma patients have improved in
recent years, yet treatment and especially cure of sarcomas remains

a challenge. So far, FDA-approved antibody-based approaches in
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Induction of target cell lysis by Fc optimized B7-H3 antibody. PBMC of healthy donors were incubated with different sarcoma cell lines (n = 5)
and treated without or with indicated B7-H3 antibodies or corresponding isotype controls (1 ug/mL). (A) Lysis of sarcoma cell lines RD-ES, SaOs,
SW1353, SW872 and SW982 (n=5) was analyzed by 2 h Europium cytotoxicity assays. In the top panel, exemplary data obtained with SW982 and
one PBMC donor with different E:T ratios and in the bottom panel, pooled data for each cell line obtained with PBMC of healthy donors (n=5) at
an E:T ratio of 20:1 are shown. (B) Lysis of sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 (n=5) was determined after 72 h by flow
cytometry-based lysis assays at an E:T ratio of 10:1. In the top panel exemplary dot plots with SW872 and one PBMC donor are shown, the
bottom panel depicts combined results for each cell line with PBMC (n=5) of healthy donors. (C) Cell death of sarcoma cells was determined
using a live cell imaging system. Sarcoma cell lines RD-ES, SaOs, SW1353, SW872 and SW982 were incubated with PBMC of two healthy donors
at an E:T ratio of 10:1 for 120h. T=0 h corresponds to a confluence of 100%. Results are shown as mean + SD. ns, not significant; *statistically

significant differences (p-value < 0.05).
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FIGURE 6

8HB8_SDIE induces NK cell reactivity and cytotoxicity against patient-derived sarcoma cells. PBMC of healthy donors were incubated with
patient-derived sarcoma cells of different subtypes and treated with the indicated B7-H3 antibodies or the corresponding isotype controls (1 pug/
mL). (A) Activation of NK cells was determined by expression of CD69 after 24h. In the top panels, exemplary flow cytometry results obtained
with patient-derived synovialsarcoma cells and one PBMC donor and in the bottom panel, combined data with patient-derived sarcoma cells
(n=5) and with PBMC of four different donors (n=4) are shown. (B) Degranulation of NK cells was determined by expression of CD107a after 4h.
In the upper panels, exemplary flow cytometry results obtained with patient-derived rhabdomyosarcoma cells and one PBMC donor and in the
lower panel, data with patient-derived sarcoma cells (n=5) and with PBMC of four independent donors (n=4) are shown. (C) Killing of patient-
derived sarcoma cells (n=4) was analyzed by 2 h Europium cytotoxicity assays. In the left panels, exemplary data obtained with PBMC of one
healthy donor and patient-derived rhabdomyosarcoma, osteosarcoma, synovialsarcoma and chondrosarcoma cells as indicated with different E:
T ratios and on the right, pooled data obtained with PBMC of healthy donors (n=2) and patient-derived sarcoma cells (n=4) at an E:T ratio of
20:1 are shown. ns, not significant; *statistically significant differences (p-value < 0.05).
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sarcoma like PD-1/PDL-1 checkpoint inhibition (Dostarlimab and
Pembrolizumab) or Denosumab for treatment of a subset of bone
sarcomas are restricted to a minority of patients (8). Accordingly,
new therapeutic concepts are urgently needed. Interestingly,
sarcomas were already treated with Coley’s toxins about 100 years
ago, the latter in retrospective being a precursor of modern
immunotherapy (44).

In the presented study, we report the preclinical
characterization of an Fc-optimized B7-H3-targeting mAb termed
8HS8 SDIE for treatment of sarcoma. Sarcoma cell lines of different
origin as well as primary sarcoma cells from patients diagnosed with
soft-tissue and bone sarcomas were identified to express substantial
quantities of B7-H3. Our optimized mAb 8H8_SDIE showed
optimal binding characteristics with all sarcoma cells and NK
effector cells. No relevant downregulation of B7-H3 expression
(antigen shift) that can impair efficacy of mAb treatment (41) was
observed upon incubation with 8H8 mAbs. The anti-tumor activity
induced by 8H8_SDIE against sarcomas was superior to its
counterpart with a wildtype Fc part, and this was confirmed in
multiple experimental settings using sarcoma cell lines as well as
patient-derived sarcoma cells.

An important subset of cytotoxic lymphocytes are NK cells,
which largely contribute to cancer immune surveillance. Their
efficacy is based on their ability not only to mediate direct
cytotoxicity, but also to influence subsequent immune responses
of the adaptive immune system. Accordingly, numerous attempts
are currently aiming at using NK cells for treatment of cancer (45,
46). Application of antitumor antibodies which induce ADCC
represents a promising therapeutic approach for many cancers, as
demonstrated for example by the clinical success of rituximab.
The effect of the latter mAb is mainly based on induction of
ADCC. Meanwhile, rituximab is well established for treatment of
various B cell malignancies (47). To further enhance ADCC
induced by therapeutically utilized antibodies and thus to
increase efficacy, several strategies currently aim at generation of
improved antitumor mAbs using the approach of Fc-optimization
to increase affinity for CD16. Besides modifying glycosylation
motifs (15), increased affinity to CD16 can also be attained by
changing the amino acid sequence in the CH2 domain of the Fc
part for example by the S239D/I332E substitutions (SDIE
modification) (14) that is also contained in our B7-H3-targeting
mAb 8H8_SDIE. The Fc optimization resulted in a significant
increase in NK-mediated ADCC against sarcoma cells as
compared to 8H8_WT that contains a wildtype Fc part. At
present, many Fc-optimized mAbs that comprise the SDIE
modification successfully undergo clinical evaluation, for
example FLYSYN (anti-FLT3; NCT02789254), margetuximab
(anti-HER2; NCT01828021), BI 836858 (anti-CD33;
NCT02240706, NCT03013998), and MEN1112 (anti-CD157;
NCT02353143) or FDA approved tafasitamab (anti-CD19).

In previous studies, we evaluated various mAbs and fusion
proteins containing the SDIE modification for improved
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induction of ADCC, e.g. in leukemia, colorectal cancer, breast
cancer as well as sarcoma, some of them until the stage of clinical
application (34, 35, 38, 40, 48-51). Here we set out to develop an
B7-H3 directed Fc-optimized mAb for treatment of sarcomas
based on the reasoning that B7-H3 is reportedly overexpressed
in many solid tumors (23, 25), whereas expression in healthy
tissues is limited (39, 52), and that sarcomas are NK cell-
sensitive cancer types (45). Our efforts were further prompted
by our observation that B7-H3 is overexpressed in bone and soft
tissue sarcomas independently of subtype, as tumor associated
antigens with homogenous overexpression are a prerequisite for
success of immunotherapeutic treatment. Of note, in some
recent reports the B7-H3 protein has been characterized as a
checkpoint molecule that exerts immunosuppressive and tumor
promoting activity (53, 54). There is also first evidence that the
B7-H3 positive cell fraction within cancer cells potentially
represents cancer stem cells (55-57). Based on these findings,
it is not surprising that multiple immunotherapeutic approaches
directed against B7-H3 are currently under clinical investigation.
This includes, but is not limited to strategies like antibody-drug
conjugates (MGCO018: NCT03729596; DS7300a: NCT04145622),
Fc-optimized mAbs (MGA271, enoblituzumab: NCT02923180,
NCT02475213, NCT04634825; DS-5573a: NCT02192567,
clinical trial terminated), radiolabeled mAbs (**'I-8H9:
NCT03275402, NCT04022213; '""Lu-DPTA omburtamab:
NCT04315246, NCT04167618), and bispecific antibodies
(MGDO009: NCT026285351, clinical trial terminated) (58). Our
work expands this armamentarium to Fc-optimized mAbs for
potent induction of NK cell ADCC.

Regarding toxicity/side effects expected by targeting B7-H3, it
must be considered that B7-H3 is not only (inducible) expressed on
antigen-presenting cells (16), but basal expression is also reported
for endothelial cells, resting fibroblasts, amniotic fluid stem cells and
osteoblasts (52, 59). However, in preclinical studies which used B7-
H3 as therapeutic target including B7-H3-targeting chimeric
antigen receptor (CAR) T cells, significant anti-tumor effects in
preclinical models (23, 26, 27, 60, 61), but no toxicity was observed,
likely due to profoundly lower B7-H3 antigen levels in healthy tissue
(27). In line, the first evaluations of B7-H3-targeting
immunotherapeutics in clinical studies like anti-B7-H3 antibodies
and B7-H3 CAR-T cells did not reveal any unbearable toxicity and
off-tumor effects against healthy B7-H3 expressing cells (58, 62).
Nevertheless, this issue requires further elucidation.

In conclusion, 8H8_SDIE showed powerful anti-sarcoma
effects in a preclinical setting. Of note, our treatment approach
was not restricted to a distinct sarcoma entity, as different
sarcoma cells lines as well as patient-derived sarcoma cells
including osteosarcoma, rhabdomyosarcoma, synovial sarcoma
liposarcoma and chondrosarcoma were sensitive to treatment
with our B7-H3-targeting mAbs. 8H8_SDIE could thus
constitute an immunotherapeutic option for sarcoma patients.
Although future studies including in vivo experiments are
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certainly warranted to fully characterize 8H8_SDIE, the data
presented in this study underscore the potential of our B7-H3-
targeting Fc-optimized mAb for sarcoma treatment.
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Supplementary Material

Supplementary Figure 2. Exemplary results for NK cells within healthy donor (HD) PBMC and

CD16 expression on NK cells for n=5 HD PBMC.
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Supplementary Figure 3. Cell death of sarcoma cells was determined using a live cell imaging
system. Cells were incubated with PBMC of healthy donors at an E:T ratio of 10:1 for 120 h.
Representative images at 0, 24, and 96 h for cell lines RD-ES (A) and SaOs (B) with one PBMC
donor are displayed. 10x magnification.



