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4 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten wurden bedeutende Fortschritte in der Tumortherapie erzielt.
Dennoch bleibt die Entwicklung effektiver und zielgerichteter Therapien weiterhin eine
Herausforderung. Die Kombination verschiedener Behandlungsmethoden hat sich als
effektiv erwiesen, um das Uberleben vieler Tumorpatienten zu verbessern. Selektivere
Therapien wie Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) und Immuntherapien haben dazu
beigetragen, die Belastung durch unselektive Chemotherapeutika zu reduzieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Kombinationstherapie BCR::ABL1 TKI mit
dem CD20-Antikorper Rituximab, die zur Behandlung der B-ALL eingesetzt wird, auf NK-
Zellen untersucht. Dabei wurde der Einfluss der TKls auf die Aktivierung, Degranulation,
Zytokin-Freisetzung sowie das zytotoxische Potential der NK-Zellen analysiert. Asciminib
erwies sich als am besten flr die Kombination geeignet, da es die antikbrperabhangige
zellulare Zytotoxizitat (ADCC) gegenuber leukamischen Zelllinien nicht beeintrachtigte,
wahrend Dasatinib und Ponatinib tiefgreifende hemmende Effekte zeigten.

In der zweiten Arbeit wurde die Wirkungsweise der bispezifischen Fusionsproteine
NKG2DxCD16 und NKG2DxCD3 zur Behandlung von friple-negativem Brustkrebs (TNBC)
untersucht. Die Fusionsproteine zeigten eine signifikante Aktivierung und Degranulation
von NK- und T-Zellen sowie eine erhdhte Freisetzung von Zytokinen und Effektorproteinen.
Das NKG2DxCD3-Konstrukt zeigte eine starkere und langer anhaltende Tumorkontrolle im
Vergleich zu NKG2DxCD16. Die Studie zeigte auch, dass PBMCs von Patientinnen
wahrend einer aktiven Chemotherapie mit den Fusionsproteinen Tumorzellen effektiv
eliminieren kdénnen.

Die dritte Arbeit charakterisierte den bispezifischen B7-H3xCD3-Antikérper CC-3 flr die
Behandlung von Knochen- und Weichteilsarkomen. Die Behandlung mit CC-3 induzierte
eine zielzellrestringierte Aktivierung von T-Zellen, eine signifikante Freisetzung von
Zytokinen und Effektorproteinen sowie eine starke Tumorlyse. Zudem konnte eine
signifikante Proliferation und Differenzierung von T-Zellen zu Gedéachtniszellen beobachtet
werden. CC-3 zeigte eine ausgepragte Tumoreradikation und wird derzeit in einer eigenen
klinischen Studie zur Behandlung von Sarkomen evaluiert.

Zusammenfassend handelt es sich bei allen drei Therapieansatzen um neue
immuntherapeutische Behandlungskonzepte, die einerseits noch Raum fir zuklnftige
Optimierungen lassen, andererseits aber bereits jetzt das Potenzial haben, die Therapie

verschiedener Tumorarten zu verbessern.
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Abstract

Significant progress has been made in tumor therapy in recent decades. However, the
development of effective and targeted therapies remains a challenge. The combination of
different treatment modalities has proven effective in improving the survival of many tumor
patients. More selective therapies such as tyrosine kinase inhibitors (TKIs) and
immunotherapies have helped to reduce the burden of non-selective chemotherapeutic
agents.

In the first part of the study, the influence of the combination therapy with BCR::ABL1 TKI
and the CD20 antibody Rituximab, which is used to treat B-ALL, on NK cells was
investigated. The influence of the TKls on NK cell activation, degranulation, cytokine release
and cytotoxic potential was analyzed. Asciminib was found to be the most suitable for the
combination as it did not affect the antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) against
leukemic cell lines, whereas dasatinib and ponatinib showed profound inhibitory effects.
The second study investigated the mode of action of the bispecific fusion proteins
NKG2DxCD16 and NKG2DxCD3 for the treatment of triple negative breast cancer (TNBC).
The fusion proteins showed significant activation and degranulation of NK and T cells as
well as increased release of cytokines and effector proteins. The NKG2DxCD3 construct
showed greater and longer lasting tumor control compared to NKG2DxCD16. The study
also showed that patient PBMCs can effectively eliminate tumor cells during active
chemotherapy with the fusion proteins.

The third study characterized the bispecific B7-H3xCD3 antibody CC-3 for the treatment of
bone and soft tissue sarcomas. Treatment with CC-3 induced target cell-restricted activation
of T cells, significant release of cytokines and effector proteins, and potent tumor lysis. In
addition, significant proliferation and differentiation of T cells into memory cells was
observed. CC-3 showed pronounced tumor eradication and is currently being evaluated in
a separate clinical trial for the treatment of sarcomas.

In summary, all three therapeutic approaches are novel immunotherapeutic treatment
concepts that leave room for future optimization, but already have the potential to improve

the treatment of various tumor types.
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2 Einleitung
2.1 Immunsystem

Der Begriff Immunsystem stammt aus dem Lateinischen (immunis: ,rein“, ,unberihrt), und
seine Funktion besteht in der Abwehr von Schadstoffen, pathogenen Organismen, wie
Bakterien, Parasiten, Pilzen oder Viren sowie malignen Zellveranderungen.' Dabei spielt
die Fahigkeit des Immunsystems zwischen ,Selbst* und ,Fremd® zu unterscheiden eine
entscheidende Rolle. Das Immunsystem umfasst eine Vielzahl hochspezialisierter Zellen,
Gewebe und Proteinkomponenten, welche fur die immunologische Erkennung
korperfremder Strukturen, die Auslbung immunologischer Effektorfunktionen, die
Regulation der Immunantwort, sowie die Bildung eines immunologischen Gedachtnisses
verantwortlich sind.? 3 Das Immunsystem vieler hoherer Wirbeltiere lasst sich in eine
humorale und zelluldare Komponente unterteilen. Der humorale Anteil (lateinisch humor
bedeutet ,Feuchtigkeit’, ,Flussigkeit) umfasst Iosliche Bestandteile wie das
Komplementsystem, Antikorper, Lysozyme, Chemokine und Zytokine.? Die zellularen
Bestandteile des Immunsystems, auch als Leukozyten bezeichnet, werden aus
hamatopoetischen Stammzellen gebildet. Wahrend der Differenzierung entstehen aus
lymphatischen und myeloischen Progenitoren die verschiedenen Leukozyten, wie B-Zellen,
T-Zellen und naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sowie Granulozyten,

Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und Mastzellen." 3

2.1.1 Angeborene Immunitat

Das angeborene Immunsystem fungiert als schneller Schutz des Organismus, wenn
Pathogene die physikalischen, chemischen und naturlichen Schutzbarrieren der Epithelien
Uberwunden haben." Es dammt die Ausbreitung von Infektionen ein und rekrutiert sowie
aktiviert das adaptive Immunsystem am Ort der Infektion. Humorale Komponenten wie
Lysozyme und das Komplementsystem reagieren auf bestimmte korperfremde Strukturen
und flihren zur Spaltung bzw. Porenbildung der Zellwand/-membran oder zur Opsonierung.*
Die Zytokine und Chemokine spielen eine besondere Rolle bei der Signalibertragung zur
Rekrutierung von Immunzellen sowie der Regulation der Immunantwort. Die zellularen
Komponenten der angeborenen Immunantwort sind: DCs, Monozyten/Makrophagen,
Granulozyten und NK-Zellen.® Sie erkennen molekulare Motive, die von Eukaryoten nicht
exprimiert werden, Uber invariante Keimbahn kodierte Rezeptoren (pattern recognition
receptors, PRRs), sogenannte pathogen-assoziierte Membranproteine (pattern associated
membrane proteins, PAMPs).® Dies ermdglicht insbesondere die Erkennung extrazellularer

Erreger. Zu den PRRs gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLRs), welche die Produktion von
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Zytokinen und Chemokinen auslésen. Dazu gehdrt beispielsweise der Tumor-Nekrose-
Faktor (tumor necrosis factor, TNF) von Makrophagen, der die Rekrutierung und Aktivierung
des adaptiven Immunsystems zur Infektionsstelle bewirkt.”

Eine wesentliche Voraussetzung fur das erfolgreiche Zusammenspiel von angeborenem
und adaptivem Immunsystem ist die Antigenprasentation. Dabei spielen
antigenprasentierende Zellen (antigen presenting cells, APCs) eine entscheidende Rolle.
In diesem Zusammenhang sind insbesondere die DCs hervorzuheben, aber auch
Monozyten und Makrophagen zahlen zu den APCs des angeborenen Immunsystems.® Bei
der Antigenprasentation werden phagozytierte Pathogene zu Antigenen prozessiert und
anschlieBend mit kostimulatorischen Molekiilen auf der Zelloberflache prasentiert.? 3

Die Aufgaben der NK-Zellen werden im folgenden Abschnitt detailliert beschrieben.

2.1.1.1 NK-Zellen

Naturliche Killerzellen sind Teil des angeborenen Immunsystems und spielen mit ca. 5-10%
der Lymphozyten eine entscheidende Rolle bei der Bekampfung virusinfizierter,
transformierter oder geschadigter Zellen.? NK-Zellen koénnen ohne vorherige
Sensibilisierung aktiviert werden, Zytokine freisetzen oder Zielzellen zytotoxisch
attackieren.® Die Reaktivitat der NK-Zellen wird durch ein komplexes Zusammenspiel von
inhibitorischen und aktivierenden Rezeptoren reguliert. Die Balance zwischen diesen
Signalen entscheidet darlber, ob die NK-Zelle eine Zielzelle angreift oder nicht. Wichtige
inhibitorische Rezeptoren sind die Killerzell-immunglobulindhnlichen Rezeptoren (Killer cell
immunoglobulin-like receptors, KIRs). Die Bindung an den Haupthistokompatibilitats-
komplex Klasse | (major histocompability complex class I, MHC-I), der das immunologische
,Selbst* definiert, fihrt zu einer verminderten Aktivierbarkeit der NK-Zellen.® Umgekehrt
fuhrt eine ,fehlende Selbst® Definition (missing self) zu einer erhdhten Sensibilitat
gegenlber aktivierenden Signalen. Unter den zahlreichen aktivierenden Rezeptoren ist der
natural killer group 2, member D (NKG2D) Rezeptor wahrscheinlich einer der am besten
untersuchten. Der NKG2D-Rezeptor interagiert mit den NKG2D-Liganden (NKG2DL), die
auch als Stressliganden bezeichnet werden. Zu den NKG2DL gehéren MHC class | chain-
related A and B (MICA/MICB) und UL-16 binding protein (ULBP). Sie werden von infizierten
und transformierten Zellen oder bei DNA-Schaden exprimiert.> '° Die Aktivierung von NK-
Zellen durch Stressliganden wie NKG2DLs wird als ,induzierte Selbst“-Erkennung (induced
self) bezeichnet."

Aktivierte NK-Zellen setzen entweder Zytokine frei, oder erkennen und zerstéren abnormale
Zellen, indem sie zytotoxische Granula freisetzen. NK-Zellen kdnnen in zwei Populationen
unterteilt werden: CD56°"CD16~ und CD569mCD16*. CD56°9" NK-Zellen modulieren
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nach Aktivierung die adaptive Immunantwort durch die Sekretion von Interferon-y (IFNy),
ihre zytotoxischen Fahigkeiten sind jedoch begrenzt.’? Sie kommen Uberwiegend in
sekundaren lymphoiden Geweben vor, ihr Anteil im zirkulierenden Blut betragt nur 10% der
NK-Zellpopulation.”™ Die CD569™ NK-Zellen sind mit zwei zytotoxischen Mechanismen
ausgestattet. So kdnnen sie nach Aktivierung zytotoxische Granula sezernieren, die aus
porenbildenden Proteinen wie Perforin und Granulysin sowie den proteolytischen
Granzymen bestehen.”® Alternativ kann die Induktion eines Apoptosesignals (ber
Todesliganden der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Superfamilie, wie den FAS-Liganden oder
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) erfolgen, die an entsprechende Rezeptoren
auf der Tumorzelle binden.” ' Eine weitere wichtige Effektorfunktion ist die
antikdrperabhangige zellulare Zytotoxizitat (antibody dependent cellular cytotoxicity,
ADCC). Die Erkennung von antigengebundenen Antikdrpern erfolgt Uber den
hochspezifischen Fcy-Rezeptor llla (FcyRllla, CD16a), was zu einer unmittelbaren

Aktivierung und Freisetzung zytotoxischer Granula aus den NK-Zellen fiihrt.'®

2.1.2 Adaptive Immunitat

Die adaptive Immunantwort setzt zeitlich verzdgert zur angeborenen Immunantwort ein und
erkennt hochspezifisch kérperfremde oder maligne Antigene und wird daher als spezifische
Abwehr bezeichnet.> * B- und T-Zellen reprasentieren den zelluldren Anteil, 16sliche
Antikdrper den humoralen Anteil. Die somatische Rekombination der V-D-J-Regionen
ermdglicht bereits vor Antigenkontakt die Bildung eines grofden Repertoires hochaffiner B-
Zellrezeptoren (B cell receptor, BCR) und T-Zellrezeptoren (T cell receptor, TCR). Die
Sicherung der Selbsttoleranz erfolgt durch eine positive und negative Selektion wahrend
der Reifung."” Die T-Zellen erkennen mit dem TCR Antigene, die auf MHC-I oder MHC-II
prasentiert werden. B-Zellen hingegen kdnnen mit dem BCR an freie Antigene binden, ohne
auf eine entsprechende Antigenprasentation angewiesen zu sein. T-Helferzellen
unterstitzen die Aktivierung durch kostimulatorische Signale, wodurch die aktivierten B-
Zellen zu Plasmazellen und reaktivierbaren Gedachtniszellen reifen.’® Die Plasmazellen
produzieren dann erhebliche Mengen antigenspezifischer Antikorper.?

Durch wiederholten Antigenkontakt entstehen aus aktivierten naiven B- oder T- Zellen
langlebige Gedachtniszellen. Diese sorgen fur eine schnelle Verfugbarkeit von
hochspezifischen Effektorzellen und Antikérpern innerhalb kirzester Zeit und definieren
das immunologische Gedachtnis. Darliber hinaus sind an den Schleimhautbarrieren
sezernierte Antikorper in der Lage, Krankheitserreger zu neutralisieren, bevor es zu einer
Infektion kommt. Auf diese Weise entsteht eine erworbene Immunitat durch das adaptive

Immunsystem, die tiber Jahre oder Jahrzehnte aufrechterhalten wird."?
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2.1.2.1 T-Zellen

Die T-Zellen gehdren zu den wichtigsten Effektorzellen der adaptiven Immunitat. Das , T*
steht fir Thymus, ein wichtiges Organ flr die Reifung von T-Zellen.?’ T-Zellen erkennen
und bekampfen infizierte oder maligne Zellen, indem sie koérperfremde oder entartete
Antigene auf MHC mit Hilfe des TCRs erkennen.® Die Mehrheit der T-Zellen exprimiert den
a/B-TCR, der aus zwei kovalent verbundenen heterodimeren Polypeptiden besteht. Diese
bestehen aus einer variablen Region zur Antigenerkennung, einer Kkonstanten
Immunglobulin-dhnlichen (C)-Doméane sowie einer kurzen zytoplasmatischen Domane.?!
Die CD3-Adapterproteine stabilisieren den TCR-Rezeptorkomplex auf der Zelloberflache
und leiten bei der Aktivierung das Signal Uber das Immunrezeptor-Tyrosin-basierte
Aktivierungsmotiv (immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM) in die Zelle.??
Der TCR-Komplex reifer T-Zellen enthalt zusatzlich entweder den CD4- oder den CD8-
Korezeptor, der entsprechend flur die Bindung an MHC-II oder MHC-I entscheidend ist.?
Die T-Helferzellen (CD4") erkennen die von den APCs auf MHC-II prasentierten Peptide
und unterstitzen die Immunantwort durch Kostimulation und Ausschuttung von Zytokinen,
wodurch sie wesentlich zur Regulation der Immunantwort beitragen. Sie kénnen anhand
der sezernierten Zytokine in Th1, Th2, Th9, Th17, Tfh und Treg Zellen unterteilt werden.?*
Zytotoxische T-Zellen (CD8") erkennen und bekadmpfen Zellen die korperfremde oder
maligne Antigene auf MHC-I prasentieren.?® In den Zielzellen induzieren sie Apoptose
entweder durch die Freisetzung zytotoxischer Granula, die unter anderem aus Perforin und
Granzymen bestehen, oder durch die Stimulation von Todesrezeptoren wie Fas oder
TRAIL-Rezeptoren.?® Zusatzlich sezernieren aktivierte CD8* T-Zellen Zytokine wie IFNy,
IL-2 oder TNF.

Fir die Aktivierung von T-Zellen sind insgesamt drei Signale notwendig. Das erste Signal
erfolgt durch die Bindung des TCR an den MHC:Peptid-Komplex. Die vollstandige
Aktivierung naiver T-Zellen erfordert zusatzlich ein zweites kostimulatorisches Signal, sowie
ein drittes Signal in Form von Zytokinen. Ohne diese Signale wird die T-Zelle anerg, d.h.
unempfindlich gegenlber einer erneuten Stimulation, wodurch eine Selbsttoleranz
gewabhrleistet wird.?’

Einer der wichtigsten Rezeptoren flr die Kostimulation ist CD28, der auf fast allen T-Zellen
exprimiert wird. CD28 bindet an Liganden der B7-Superfamilie, zu der unter anderem CD80
(B7-1) und CD86 (B7-2) zahlen. Sie gehdren zu den aktivierenden Liganden, die fur die
Interaktion mit APCs, insbesondere mit DCs, entscheidend sind.?® Die Stimulation tber
CD28 resultiert in einer verstarkten Expression von Zytokinen, wie IL-2, das auch autokrin

stimulierend wirkt.?® Weitere kostimulatorische Rezeptoren der TNF-Superfamilie wie
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0OX40, CD30 und 4-1BB werden nach dem primaren Signal verstarkt exprimiert und
modulieren bei entsprechender Interaktion mit inrem Liganden die T-Zellaktivierung.2°

Das dritte Signal, das durch Zytokine vermittelt wird, erhalten die T-Zellen durch die
angeborene Immunantwort. Dazu gehoéren z.B. IFNy von NK-Zellen oder TNF von
Makrophagen, welche die Migration und Aktivierung von T-Zellen fordern.®' Daraufhin
sezernieren T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen IL-2, das die Bildung von IFNy und
TNF, aber auch die Effektorfunktion der zytotoxischen T-Zellen durch vermehrte Bildung
von Perforin und Granzymen verstarkt.3? 33

Die vollstandige Aktivierung naiver T-Zellen fuhrt zur klonalen Proliferation und zur Bildung
einer groBen Anzahl kurzlebiger Effektorzellen.* Ein kleiner Teil der T-Zellen differenziert
dann zu zentralen Gedachtniszellen, die in der Regel fir langere Zeit im lymphatischen
Gewebe persistieren.®> * Im Vergleich zu naiven T-Zellen reagieren Gedachtniszellen
sensibler auf eine erneute TCR-Stimulation und sind weniger abhangig von
kostimulatorischen Signalen.®” Nach Aktivierung der Effektor-Gedachtniszellen wandern
diese in das periphere Gewebe, wo sie wieder zu Effektorzellen reifen.3®

Neben den aktivierenden Signalen, sind in den letzten Jahrzehnten immer mehr Details
Uber inhibierende Signale, sogenannte Immun-Checkpoints, bekannt und klinisch relevant
geworden. Zu den wichtigsten Checkpoints zahlen das Programmed Cell Death Protein 1
(PD-1) und das Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4).*® Die Aktivierung
von T-Zellen fuihrt unter anderem zur Expression von PD-1-.3° Zytokine wie IFNy induzieren
die Expression des zugehorigen Liganden PD-L1 auf benachbarten Zellen.° In der Folge
wird die Immunantwort gedampft, um die Schadigung der benachbarter Zellen zu

minimieren und Autoimmunitat zu verhindern.

2.1.2.2 B-Zellen

B-Zellen produzieren die Antikdrper der humoralen adaptiven Immunantwort. Jede B-Zelle
exprimiert einen einzigartigen BCR mit einer spezifischen Antigenaffinitat. Mit Hilfe des
BCR, bestehend aus membrangebundenen Immunglobulinen (Antikérper, 1g), werden
spezifische Antigene erkannt und das Aktivierungssignal uber Signaltransduktionsproteine
(CD79A/B) in die Zelle geleitet.> An B-Zellen gebundene Antigene werden zunachst
aufgenommen, anschlie®end prozessiert und schlief3lich iber MHC-II den T-Helferzellen
prasentiert. Im Gegenzug vermittelt die T-Helferzelle kostimulatorische Signale, aktiviert die
B-Zelle zur klonalen Expansion und zur Differenzierung in Plasmazellen und in
reaktivierbare Gedachtniszellen.’”® Die Plasmazellen sezernieren daraufhin erhebliche
Mengen an loslicher antigenspezifischer Antikdrper.? Nach der Antigenbindung der B-Zelle

findet in den sekundaren lymphatischen Organen eine Affinitatsreifung statt. Dabei werden
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die fur die Antigenbindung wichtigen variablen Regionen somatisch hypermutiert. B-Zellen
mit héher affinen Antikdrpern werden dabei selektiert und expandieren. Dieser Prozess
wiederholt sich mehrmals, wodurch die Antikérperantwort im Laufe der Zeit effektiver und

effizienter wird.3

2.1.2.3 Antikorper

Antikérper, bestehend aus leichten und schweren Proteinketten mit konstanten und
variablen Bereichen, erkennen mit der Antigenbindungsstelle (Paratop) eine spezifische
Struktur des Antigens (Epitop), welches wie ein Schlissel in ein Schloss passt.’. Das
Paratop wird aus den variablen Bereichen der schweren (V) und leichten (V.) Proteinketten
gebildet. Die schweren Proteinketten definieren die flinf Antikorperklassen IgA, IgD, IgE,
IgG und IgM und unterscheiden sich in Struktur, Funktion und Verteilung im Gewebe.*'
Nach der Bindung des Antikorpers an das Epitop Uben sie verschiedene Funktionen des
Immunsystems aus, wie die Neutralisierung, Komplementaktivierung, Opsonierung und die
Aktivierung von Immunzellen. Die Neutralisierung von Krankheitserregern wie Viren und
Bakterien durch Bindung an Oberflachenstrukturen blockiert deren Fahigkeit, Zellen zu
infizieren oder in Gewebe einzudringen. Des Weiteren kénnen Antikérper Pathogene zu
grolReren Aggregaten agglutinieren, die von Immunzellen leichter attackiert werden kénnen.
Auch l6sliche Bestandteile konnen durch die Antikérperbindung zu unléslichen
Proteinagglomeraten flhren, die phagozytiert werden kdnnen. Sind zwei Antikorper in
geringem Abstand zueinander an Zielmolekile gebunden, kann die Komplementaktivierung
Uber das C1q-Protein erfolgen und die Initiierung des Membranangriffskomplexes (MAC),
die komplementabhangige Zytolyse (complement dependent cytotoxicity, CDC),
auslosen.*? Bei der Opsonierung werden die Erreger durch die Antigenbindung markiert,
wodurch die Erkennung und Phagozytose (antibody-dependent cellular phagocytosis,
ADCP) erleichtert wird. Zudem kénnen antigengebundene Antikérper die ADCC von NK-
Zellen induzieren.

Die naturlich im Blut vorkommenden IgG-Antikérper zeichnen sich durch eine geringe
GrolRe, die Fahigkeit, aus den Blutgefalien in Gewebe zu diffundieren, sowie eine
vergleichsweise lange Serumhalbwertszeit aus.** Der IgG-Antikorper ist ein aus vier
Peptidketten bestehendes Glykoprotein.** Die kovalente Bindung der beiden schweren
Ketten (50 kDa) erfolgt Gber zwei Disulfidbriicken an der hochflexiblen Hinge-Region. Dies
fuhrt zur Ausbildung der typischen symmetrischen Y-férmigen Struktur (siehe Abbildung 1).
Die leichte Kette (25 kDa) besteht aus einer konstanten (CL) und einer variablen (Vi)
Domane und ist Uber eine Disulfidbricke mit der schweren Kette verbunden. Zusammen

mit den Cx1- und Vy-Domanen bilden sie den Antigenbindungsbereich, auch Fab-Region
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(fragment antigen binding) genannt.*' Die schwere Kette besteht aus drei konstanten (Cu1,
Cu2, Cu3) und einer variablen (Vu) Domane. Die Cu2- und Cn3-Domanen bilden den Fc-
Teil (fragment crystallyzeable) und sind fir die Vermittlung der Effektorfunktionen

essentiell.*®
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Abbildung 1: Aufbau eines IgG1 Antikorpers

Der Schematische Aufbau eines 1IgG1 Antikdrpers, bestehend aus Fab (fragment antigen binding)
und FC (fragment crystallyzeable) die Uber die Hinge-Region verbunden sind. Die schweren Ketten
werden Uber die Disulfidbriicke (DS) verbunden. Die Peptidketten setzen sich aus verschiedenen
Domanen zusammen: Cx (Konstante schwere Kette), Vu (variable schwere kette), CL (konstante

leichte Kette) und VL (variable leichte Kette). (Abbildung erstellt mit biorender.com)

Die IgG-Isotypen (IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4) unterscheiden sich in ihren Fc-Regionen und
den dadurch induzierten Effektormechanismen. Die Fc-Regionen binden mit
unterschiedlicher Affinitat an die verschiedenen Fcy-Rezeptoren oder an Komponenten des
Komplementsystems.*" 46 Die Fcy-Rezeptorfamilie (FcyR) umfasst Rezeptoren mit hoher
und niedriger Affinitdt, darunter FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIC und FcyRIIIA, die aktivierend
wirken, sowie FcyRIIB, der inhibierend wirkt.*® Mit Ausnahme der aB-T-Zellen exprimieren
alle Immunzellen Fc-Rezeptoren. Die FcyRIl, FcyRIIA und FcyRIIC werden von
Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen und DC exprimiert und induzieren die ADCP der
opsonierten Zellen.*” Der FcyRIIIA-Rezeptor wird auf der Oberflache von NK-Zellen,
Monozyten und Neutrophilen exprimiert.*8 Nach Bindung an die Fc-Region aktiviert
FcyRIIIA die ADCC von NK-Zellen.®® Der neonatale Fc-Rezeptor (FcRn) ist ubiquitar
exprimiert und Ubernimmt eine wichtige Funktion beim Transport von Antikdrpern Uber

Membranbarrieren.*® Im Rahmen der Pinozytose werden kontinuierlich Antikbper aus dem
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Plasma aufgenommen und mit Hilfe des FcRn vor lysosomalem Abbau geschitzt und
zurlick ins Plasma transportiert.5° Antikorper, die nicht an den FcRn binden, weisen daher

eine deutlich verkirzte Halbwertszeit auf.

2.2 Tumorimmunologie

Bereits im Jahr 1909 vermutete Paul Ehrlich, dass das menschliche Immunsystem Uber
verschiedene Mechanismen verfligt, um die Entstehung von Tumoren zu verhindern.®! Die
Theorie der Immuniberwachung wurde Ende der 1960er Jahre von Lewis Thomas und
Frank Macfarlane Bernett entwickelt. Sie besagt, dass das Immunsystem den Korper
standig auf abnorme Zellen Gberwacht und diese eliminiert, bevor sie zu Tumoren werden
konnen.5? 53 Allerdings treten Tumoren auch bei Menschen und Tieren mit
funktionierendem Immunsystem auf, was das Modell immer wieder in die Kritik gebracht
hat.5* % Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass Leukozyten durch die Sekretion von
Zytokinen das Tumorwachstum férdern und dass Tumoren durch die Sekretion von
immunsuppressiven Zytokinen wie IL-10 eine gegenseitige Beeinflussung erfahren.%® 57
Aufgrund der zunehmenden Erkenntnisse wurde 2004 von Robert Schreiber das Konzept
der Immunoediting-Theorie vorgestellt.5® *°

Die Immunoediting-Theorie beschreibt den Einfluss des Immunsystems auf die Entstehung
und Entwicklung von Tumoren. Sie besteht aus drei E-Phasen: Elimination, Equilibrium und
Escape. In der Eliminations-Phase werden die entstandenen Tumoren durch das
angeborene und das adaptive Immunsystem eliminiert.%® In dieser Phase kommt den NK-
Zellen und den T-Zellen eine besondere Bedeutung zu.%% %" Nur wenige resistente Zellen
Uberleben diese Phase und erreichen die sogenannte Equilibrium-Phase. In dieser Phase
sind Tumoren klinisch noch nicht nachweisbar und das Tumorwachstum bleibt durch das
Immunsystem kontrolliert. Dieser Zustand kann Uber mehrere Jahre stabil bleiben. Durch
den anhaltenden Selektionsdruck des Immunsystems kommt es in der Escape-Phase zur
vermehrten Bildung von immuntoleranten oder resistenten Tumorzellen. Dies geschieht
unter anderem durch eine verminderte Expression von Stressliganden oder von MHC-I-
Molekllen, wodurch die Prasentation entarteter Peptide an Uberwachende T-Zellen
reduziert wird.®? %3 Zusatzlich besteht die Moglichkeit, dass inhibitorische Checkpoint-
Molekiile wie PD-L1 oder CTLA-4 auf der Tumorzellen die T-Zellen hemmen.3 3°
AulBerdem kénnen anti-apoptotische Molekile, wie BCL-2 Uberexprimiert werden und
dadurch die Effektormechanismen der Immunzellen abschwéachen.®* Das
immunsuppressive Tumormikromilieu (fumor microenvironment, TME), das unter anderem

Fibroblasten und tumorassoziierte Makrophagen (TAM) enthalt, férdert die Bildung
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dysfunktionaler und erschopfter T-Zellen.®> ¢ Dies fiihrt zu einer unkontrollierten

Proliferation des Tumors und beguinstigt die Metastasierung.

2.3 Immuntherapie von Tumorerkrankungen

Mit Hilfe der Immuntherapie kdnnen verschiedene Immunzellen gezielt stimuliert oder
inhibiert werden, um die Eliminierung des Tumors zu verbessern. William Coley, der Vater
der Tumorimmuntherapie, veroffentlichte 1883 eine Studie, in der er Uber die Heilung von
Sarkompatienten berichtete, die gleichzeitig an einer bakteriellen Infektion (Erysipel)
litten.®” Diese Erkenntnis inspirierte ihn zur Entwicklung von Coley‘'s Toxins, der ersten
Immuntherapie im 19. Jahrhundert.®® Neben den unspezifischen Chemo- und
Strahlentherapien, die neben dem Tumor auch viel gesundes Gewebe schadigen, wurden
selektivere und zum Teil personalisierte Immuntherapien entwickelt.5% 70

Grundlage der selektiven Immuntherapie sind spezifische Antigene, die iberwiegend auf
Tumoren vorkommen und moglichst nicht auf gesundem Gewebe exprimiert werden.”
Diese Tumorantigene kénnen in tumorspezifischen Antigene (TSA), auch Neoantigene
genannt, sowie tumorassoziierte Antigene (TAA) unterteilt werden. Die TSA entstehen
durch Mutationen in den Tumorzellen und werden von gesundem Gewebe nicht
exprimiert.”> TAA werden in der Regel von Tumoren im Vergleich zu gesundem Gewebe
Uberexprimiert. Dennoch ist eine Expression im gesunden Gewebe nachweisbar. Die Folge
ist eine zielgerichtete, tumorunabhangige Zytotoxizitat (on target off tumor), die den Einsatz
der Immuntherapie limitieren kann.

Immuntherapien, auch in Kombination mit klassischer Chemotherapie, Kinaseinhibitoren
oder Strahlentherapie, haben sich als effektive Behandlungsmethode erwiesen und zu
einer dramatischen Verbesserung der Tumortherapie und des Uberlebens der Patienten
gefuhrt.  Immuntherapien lassen sich in finf Therapieformen unterteilen:
Tumorvakzinierung, onkolytische Viren, adoptive Zelltherapie, Checkpoint-Inhibitoren, und
tumorspezifische Antikorper.

Die aktive Tumorvakzinierung zielt auf die Bildung und Rekrutierung tumorspezifischer T-
Zellen ab. Dabei werden tumorassoziierte Peptide von DCs tber MHC-I und MHC-II an
CD4* und CD8" T-Zellen prasentiert, wodurch spezifische T-Zellen gebildet werden, die die
Immunantwort verstarken.?® 73 In der Anfangsphase wurden Tumorzelllysate in Patienten
injiziert oder ex vivo mit synthetischen Peptiden beladene DCs refundiert. Inzwischen
wurden ganze Warenhauser tumorspezifischer Peptide identifiziert, die tumor- und
patientenindividuell eingesetzt werden konnen.”* 75 Die Vakzinierung kann in
verschiedenen Formen erfolgen, beispielsweise als Peptid- oder Vektor-basierte Vakzine

oder als DNA/mMRNA-Vakzine.? 3 Insbesondere der Einsatz von mRNA-Vakzinen hat sich
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in den letzten Jahren als sehr effektiv gegen Infektionen erwiesen. Das US-amerikanische
Pharmaunternehmen Moderna plant, bis 2025 einen mRNA-Impfstoff gegen das Melanom
auf den Markt zu bringen.”®

Die Behandlung mit onkolytischen Viren flihrt zu einer selektiven Infektion der Tumorzellen,
was zu einer direkten Tumorlyse und damit zur Freisetzung tumorspezifischer Peptide fihrt.
Analog zur Vakzinierung werden die Peptide von den DCs prozessiert und tber die MHC-
Prasentation tumorspezifische T-Zellen rekrutiert. Talimogen-Laherparepvec (T-VEC) ist
das erste von der Europdischen Arzneimittelagentur (EMA) und der amerikanischen Food
and Drug Administration (FDA) zugelassene onkolytische Virus zur Behandlung des
malignen Melanoms, das im Tumor die Produktion von GM-CSF induziert, wodurch eine
verstarkte Immunantwort gegen den Tumor induziert wird.”” 78

Bei der adoptiven Zelltherapie werden NK- oder T-Zellen zunachst isoliert, dann ex vivo
expandiert und schliel3lich reinfundiert, um eine Anti-Tumor-Antwort zu induzieren. Neben
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) und den TCR-modifizierten T-Zellen haben
insbesondere chimare Antigenrezeptor- (chimeric antigen receptor, CAR-) T- oder NK-
Zellen die Aufmerksamkeit erregt.”®®!" Autologe T-Zellen werden durch genetische
Modifikation SO verandert, dass sie extrazellular eine einzelkettige
Antigenerkennungsdomane eines Antikorpers, fusioniert an die ITAM-CD3C-Domane,
exprimieren.®? Nach der Bindung an das entsprechende Antigen werden die CAR-Zellen
aktiviert. Um die Effizienz dieser CAR-Zellen zu optimieren, werden intrazellulare
kostimulatorische Domanen, beispielsweise von CD28, OX40 und 4-1BB, hinzugefugt.
CAR-T-Zellen werden bereits zur Therapie der CD19* akuten lymphatischen Leukamie
eingesetzt.®

Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI) blockieren inhibitorische Tumor-T-Zell-Achsen und
fuhren so zu einer Verstarkung oder Reaktivierung der T-Zell-immunitat. Die Blockade der
Interaktion von PD-1 und PD-L1 durch Pembrolizumab oder Nivolumab bzw. CTLA-4 mit
CD80 und CD86 durch Ipilimumab ermdglicht eine Reaktivierung der T-Zellen.® 8
Insbesondere Tumoren mit hoher mutagener Last und vielen Neoantigenen, wie
beispielsweise das Melanom oder das Lungenkarzinom von Rauchern, sprechen effektiv
auf die ICI-Therapie an.8% 86

Tumorspezifische Antikérper haben je nach Antigen und Format sehr unterschiedliche

Effektorfunktionen, auf die in den folgenden Abschnitten ndher eingegangen wird.

2.3.1 Immuntherapie mit monospezifischen Antikorpern

Antikérper, die in der Tumortherapie eingesetzt werden, flihren Uber verschiedene

Mechanismen zur Tumorkontrolle bzw. Tumoreradikation. Zu den induzierten
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Effektormechanismen gehéren ADCC, CDC und ADCP sowie indirekte Mechanismen, die
durch Signalblockade oder Signalinduktion vermittelt werden.

Der erste Antitumor-Antikoérper Rituximab bindet an CD20 auf Pro-B und reifen B-Zellen
und wird bei malignen B-Zell-Erkrankungen wie der chronischen lymphatischen Leukamie
(CLL), der CD20-positiven akuten lymphatischen Leukamie (ALL), oder dem diffusen
groRzelligen B-Zell-Lymphom eingesetzt.®” Im Rahmen der Therapie werden alle CD20-
positiven B-Zellen eliminiert. Nach Abschluss der Therapie koénnen sich aus
hamatopoetischen Stammzellen wieder gesunde B-Zellen bilden, so dass das
immunologische Gedachtnis wieder aufgebaut werden kann.8® & Rituximab kann direkt
Apoptose induzieren, indem es an CD20 bindet und dadurch den intrazellularen Ca2*-
Spiegel erhoht.®® Die wichtigsten Effektorfunktionen von Rituximab wie ADCC, CDC und
ADCP werden jedoch (iber den Fc-Teil induziert.*’ Durch molekulare Optimierung im Fc-
Teil kdnnen die therapeutischen Effekte weiter gesteigert werden. Die Veranderung der
Glykosylierung (Glycoengineering) von Obinutuzumab (anti-CD20) erh6ht so beispielweise
die Affinitat zu FcyR und verstarkt die ADCC durch NK-Zellen.®? Ahnlich flhrt die gezielte
Mutation S239D/I332E im Fc-Teil von Tafasitamab (anti-CD19) zu einer erhdhten Affinitat
fur den aktivierenden FcyRIIIA bei gleichzeitiger Verringerung der Affinitat flir den
inhibierenden FcyRIIB, wodurch die ADCC- und ADCP-Effekte verstarkt werden.%: %4
Durch die Wahl des Epitops, sowie der Affinitat des Antikorpers konnen die induzierten
Effekte beeinflusst werden.? Dies ist insbesondere fir die Blockade von Signalwegen von
Bedeutung. Trastuzumab ist ein IgG1-Antikérper, der an das Onkogen human epidermal
growth factor receptor 2 (Her2) bindet und vor allem Uber indirekte Effekte die Apoptose
von Her2" Brustkrebszellen induziert. Her2 vermittelt nach Dimerisierung mit Vertretern der
epidermal growth factor receptor-Familie oder als Homodimer proliferationsférdernde und
anti-apoptotische Signale in die Zelle.®> Die Dimerisierung wird durch die Bindung von
Trastuzumab verhindert und damit fir das Tumorwachstum essentielle Signale blockiert.
Aulerdem verhindert Trastuzumab die Abspaltung extrazellularer Her2-Doméanen durch
Metalloproteasen und verhindert so, dass eine unregulierte Her2-Domane mit aktiver
intrazellularer Kinase in der Membran verbleibt und nachgeschaltete Signalwege
UbermaRig stimuliert.%

Auch lésliche Wachstumssignale, wie der vascular endothelial growth factor 2 (VEGF2),
kénnen durch therapeutische Antikorper blockiert werden.®” Bevacizumab hemmt durch die
Bindung an VEGF2 die Interaktion mit dem VEGF-Rezeptor, wodurch die Neubildung
tumorumgebender Blutgefalle gehemmt und das Tumorwachstum durch Nahrstoffmangel

eingeschrankt wird.%®
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Ein weiterer Ansatz sind Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICl), die inhibitorische Tumor-T-
Zell-Achsen blockieren. Die Blockade der Interaktion von PD-1 und PD-L1 durch
Pembrolizumab oder Nivolumab bzw. von CTLA-4 mit CD80 und CD86 durch Ipilimumab
ermoglicht eine Reaktivierung von T-Zellen.3® 8 |nsbesondere Tumoren mit hoher
Mutationslast und vielen Neoantigenen, wie beispielsweise das Melanom oder das
Lungenkarzinom von Rauchern, sprechen effektiv auf eine ICI-Therapie an.® & |Cls wie
Pembrolizumab, die an T-Zellen binden, werden bevorzugt als IgG4-Antikdrper oder Fc-
modifiziert eingesetzt, um keine Effektormechanismen gegen die Effektorzelle zu
induzieren.®

Zusammenfassend sind die Auswahl des Epitops sowie die gewahlten Fc-Modifikationen
entscheidend fur die Wirkung des Antikérpers und mussen fur die jeweilige Indikation und

den gewlnschten Wirkmechanismus optimiert werden.

2.3.2 Immuntherapie mit bispezifischen Antikorpern

T-Zellen besitzen ein hohes zytotoxisches Potential, das durch klassische monospezifische
Antikérper nicht induziert werden kann. Bereits 1985 wurden erste Versuche mit
bispezifischen Antikdrpern (bsAb) durchgeflhrt, die sowohl an ein Antigen binden als auch
T-Zellen als Effektorzellen stimulieren.’ Durch die induzierte immunologische Synapse
werden unstimulierte T-Zellen aktiviert und zerstoren die Zielzellen. Durch die Auswahl der
Antigene kénnen mit bsAb immunologische Synapsen nicht nur mit T-Zellen, sondern auch
mit anderen Effektorzellen induzieren. Darlber hinaus, konnen bsAb auch zur
Signalblockade eingesetzt werden, ohne Effektorzellen zu stimulieren.

Die spate Marktreife der bsAbs ist auf den aufwandigen Entwicklungsprozess
zurlckzufiuhren, bei dem die proteolytische Verdauung des IgG-Formats zu einzelnen Fab-
Fragmenten flihrte, die anschliefend wieder chemisch zu (Fab). verknupft wurden
(Abbildung 2A). Dabei traten Probelme mit der Stabilitat, Léslichkeit, Aggregation und bei
anderen Aspekten auf. Die Entwicklung und Herstellung verschiedener bsAb-Formate
wurde durch neue DNA-Klonierungstechnologien erheblich erleichtert. Der erste 2009
klinisch zugelassene bsAb Catumaxomab EpCAMxCD3 (epithelial cell adhesion molecule)
wurde mit der Quadroma-Technologie hergestellt, die einen entscheidenden Fortschritt in
der bsAb-Entwicklung darstellt.’® Diese Technologie basiert auf der Verkniipfung zweier
schwerer Ketten mit den entsprechenden leichten Ketten in Maus/Ratten-Hybridomzellen
(Abbildung 2B).

Die Entwicklung des variablen Einzelkettenfragments (single chain fragment variable, scFv)
steigert die Produktionseffizienz, da keine Zusammensetzung aus leichten und schweren
Ketten erforderlich ist.'%? Blinatumomab (CD19xCD3) ist der erste fiir die Behandlung
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maligner B-Zell-Erkrankungen zugelassene bsAb im BiTE-Format, der aus nur zwei scFv
besteht (Abbildung 2C)."% Aufgrund ihrer geringen GroRe, zeigen scFv im Vergleich zu
normalen IgG1-Antikdrpern eine schnellere Extravasation und Anreicherung auf der
Tumorseite.'® Da Blinatumomab im BiTE-Format keine Fc-Bereiche aufweist, kann es nicht
an den FcRn binden und muss aufgrund seiner sehr kurzen Halbwertszeit als
kontinuierliche Infusion verabreicht werden.' Generell sind viele Kombinationen fur das

Design von bsAb méglich und klinisch anwendbar, beeinflussen jedoch die Halbwertszeit

Abbildung 2: Bispezifische Antikorper und Fusionsproteine

und die Zielzellrestriktion. 1%

A B C

A: Chemisch verkniipfte (Fab)2-Fragmente, B: Quadroma produzierter bsAb, C: bsAb im BITE-
Format, D: bsAb im IgG-Format mit scFv an den konstanten Regionen

(Abbildung erstellt mit biorender.com)

In unserer Arbeitsgruppe wurde mit CC-3 ein humanisierter IgG1 bsAb gegen das TAA B7-
Homolog-3 (B7-H3) mit C-terminalen scFv-Doménen mit reduzierter CD3-Affinitat und Fc-
Optimierung entwickelt (Abbildung 2D).'97 % Dadurch zeichnet sich CC-3 durch eine
erhdhte Affinitdt zu FcRn und damit eine verbesserte Halbwertszeit, eine verbesserte
Proliferation und langfristige Aktivierbarkeit der stimulierten T-Zellen aus. B7-H3 als
Transmembranprotein der B7-Proteinfamilie besitzt eine lange extrazellulare und eine
kurze intrazelluldare Domane auf und liegt in der Membran als Homodimer vor.'® Die
Oberflachenexpression von B7-H3 wird in vielen gesunden Zellen durch miRNAs
verhindert, so dass in gesundem Gewebe keine oder nur eine geringe Expression
vorliegt."'% " Bislang konnte kein Rezeptor fur B7-H3 identifiziert werden und die genaue
Funktion ist noch unklar. Es wird vermutet, dass B7-H3 eine inhibierende Funktion auf das
Immunsystem auslbt."> '3 Durch die Blockade von B7-H3 konnte eine erhohte
Zytotoxizitat von T-Zellen und NK-Zellen beobachtet werden.''* B7-H3 wird in zahlreichen

Tumoren, wie Bronchialkarzinom, Kolonkarzinom, Ovarialkarzinom und Sarkomen stark
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exprimiert, wobei eine hohe Expression mit einem aggressiveren Verlauf assoziiert ist."'*
118 B7-H3 soll zudem die Proliferation, Differenzierung und Migration von Tumoren
beeinflussen.'® 120 Darliber hinaus wird B7-H3 auf der tumorumgebenden Neovaskulatur

exprimiert, was einen zusatzlichen Angriffspunkt fir die Tumortherapie darstellt.'?!

2.3.3 Immuntherapie mit Fusionsproteinen

Fusionsproteine (FP) kombinieren funktionelle Domanen verschiedener Proteine mit Teilen
eines Antikorpers, um synergistische Effekte zu erzielen.? Dabei konnen extrazellulare
Domanen von Rezeptoren, Liganden oder Zytokinen mit einem IgG oder scFv fusioniert
werden.'”? Die Fc-Doméanen verbessern die pharmakokinetischen Eigenschaften,
beispielsweise hinsichtlich der Stabilitat, der Serumhalbwertszeit und der Verteilung im
Korper. Fusionsproteine sind in der Lage, Rezeptor-Ligand-Interaktionen zu unterbrechen.
Die Fusion mit Fab oder scFv ermdglicht die gezielte Rekrutierung von Effektorzellen zu
den Zielzellen."?® Ein Beispiel hierfir ist Tebentafusp mit der Fusion eines hochaffinen TCR,
der das auf MHC-I prasentierte Glykoprotein 100 (gp100) erkennt, mit einem gegen CD3
gerichteten scFv (Abbildung 3A). Tebentafusp induziert damit antigenspezifisch eine
panklonale T-Zellaktivierung. Das erste von uns entwickelte Fusionsprotein besteht aus
dem extrazellularen NKG2D-Rezeptor fusioniert an einen optimierten Fc-Teil eines IgG1-
Antikérpers und konnte die ADCC von NK-Zellen gegen Her2-positiven Brustkrebs wirksam
induzieren.' Das Konstrukt wurde zu einem bispezifischen Fusionsprotein (BFP)
weiterentwickelt. Dazu wurde ein Fab-Fragment, das entweder an CD3 oder CD16 bindet,
Uber ein Cy1-Fragment mit dem C-terminalen verknUpften extrazellularen NKG2D-Rezeptor
verbunden (Abbildung 3B). Die bispezifischen NKG2D-Fusionsproteine (BFP) binden an
alle Mitglieder der NKG2DL-Familie und aktivieren die Effektorzellen Gber die Fab-Doméane.
Die Bindung an CD16 verstarkt die NK-Zellaktivierung im Vergleich zu dem NKG2D-Fc FP,
da BFPs nicht an inhibitorische Fc-Rezeptoren binden.'? NKG2DLs eignen sich gut als
TAA, da sie auf gesunden Zellen nicht exprimiert werden.'?® Zudem flhren
Chemotherapeutika wie Cisplatin, Cyclophosphamid oder Decitabin in der Regel zu einer
erhohten Transkription von NKG2DL.'?"-'2° Unter anderem werden durch DNA-Schaden
Zellzyklus-Checkpointkinasen wie Chk1/2 aktiviert, die wiederum die Transkription der
NKG2DL induzieren.'®
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a2

Abbildung 3: Fusionsproteine

A: Tebentafusp-Fusionsprotein aus einem TCR verbunden mit scFv, B: Fab Domane iiber ein Cn1-
Fragment verbunden mit dem extrazellularen NKG2D-Rezeptor

(Abbildung erstellt mit biorender.com)

24 Therapie der akuten lymphatischen Leukamie

Die akute lymphatische Leukdmie (ALL) ist eine seltene hamatologische Erkrankung, die
durch die Proliferation und Akkumulation entarteter und unreifer lymphatischer T- oder B-
Zell-Blasten im Knochenmark, Blut und lymphatischem Gewebe gekennzeichnet ist.”! Sie
tritt haufig im Kindesalter, aber auch bei Erwachsenen auf und fuhrt unbehandelt in der
Regel relativ rasch zum Tod. Die ALL ist immunologisch und molekular eine sehr
heterogene Erkrankung, wobei die haufigste Form die B-Linien-ALL ist. Das derzeitige
Therapieschema der B-ALL bei Erwachsenen ist komplex und hangt vom Alter und von
prognostischen Faktoren ab. Die Therapie umfasst Induktions-, Konsolidierungs- und
Erhaltungstherapiephasen mit regelméRiger Uberwachung der minimalen Resterkrankung
(minimal residual disease, MRD)."32

In der Induktionsphase werden haufig Chemotherapeutika wie Doxorubicin und
Asparaginasen oder Methotrexat und Cytarabin eingesetzt, um die hohe Leuk&mielast
rasch zu reduzieren. Die Philadelphia-Chromosom-positive (Ph+) B-ALL ist eine besonders
aggressive Form der B-ALL. Die Translokation der Tyrosinkinase ABL1 in die breakpoint
cluster region, kurz BCR, auf Chromosom 22 (BCR::ABL1) fuhrt zu einem konstitutiv-
aktivem Signal von ABL1, das die Proliferation steigert und die Apoptose stért.’** Selektive
BCR::ABL1 Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs) blockieren die dysregulierte Signalaktivitat und
werden fur die Therapie eingesetzt.. Dartber hinaus kann die Gabe von CD20 mAb
(Rituximab, Obinutuzumab) vor den Chemotherapiezyklen bei der B-ALL, zu einer
deutlichen Verbesserung der Therapieergebnisse fuhren.'®? In der Konsolidierungstherapie
werden wechselnde Therapeutika eingesetzt, die der Eliminierung der verbliebenen Blasten

sowie der Reduktion der Resistenzentwicklung dienen.'* Eine langfristige Heilung kann in
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vielen Fallen nur durch eine Stammzelltransplantation erreicht werden.”® Falls kein
geeigneter Spender gefunden wird, erfolgt die Erhaltungstherapie unter anderem mit
Methotrexat und Mercaptopurin.'? Einzelne resistente Blasten kénnen die Therapie in
Knochenmarksnischen Uberleben und zu einem spateren Zeitpunkt ein Rezidiv der ALL
ausl6sen.'® Fir die rezidivierte B-ALL steht zudem der bsAb Blinatumomab (CD19xCD3)
zur Verfiigung.'®? Erst kirzlich wurde mit KTE-X19 ein gegen CD19 gerichtetes CAR-T-
Zellpraparat fUr die ALL-Therapie zugelassen, das eine hohe Ansprechrate, aber auch
ausgepragte Symptome eines Zytokin-Freisetzungssyndroms (cytokine release syndrome,
CRS) zeigt."%®

Trotz vieler neuer Therapien ist die Rezidiv Rate der Ph+ B-ALL mit 30-40% immer noch

sehr hoch und optimierte Behandlungsprotokolle werden bendtigt.

25 Therapie von triple-negativem Brustkrebs

Triple-negativer Brustkrebs (triple-negative breast cancer, TNBC) zeichnet sich durch die
fehlende Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sowie des human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) aus.'™” TNBC tritt haufig bei jingeren Frauen
auf und stellt eine aggressive Form des Brustkrebses dar, die bereits in frihen Stadien
Metastasen bildet.’*® Da eine gezielte, selektive Hormontherapie beim TNBC keine
Therapieoption darstellt, ist die neoadjuvante Chemotherapie mit den Substanzen
Paclitaxel oder Capecitabin sowie die Resektion des Tumors die Standardtherapie. Bei
Vorliegen von BRCA1/2-Mutationen kann der Einsatz spezifischer PARP-Inhibitoren
indiziert sein, die zur Induktion von Einzelstrangbriichen der DNA und damit zur Apoptose
fihren.'3® 140 Als immuntherapeutische Optionen stehen bisher lediglich ein Antikorper-
Drug-Konjugat (ADC) gegen den tumor-associated calcium signal transducer 2 (Trop2) und
die Blockade des VEGF2 mit dem mAb Bevacizumab zur Verfligung.'' '*2 Trop2 wird von
60% der TNBC exprimiert und wird nach der Bindung von Sacituzumab-Govitecan
internalisiert und das Govitecan abgespalten. Govitecan induziert DNA-Schaden und
induziert Apoptose.’*® Bevacizumab fiiht zu einer Hemmung der Neubildung
tumorumgebender BlutgefalRe und damit zu einer Einschrankung des Tumorwachstums
durch Nahrstoffmangel.’” Darliber hinaus konnen ICls, wie Pembrolizumab oder
Nivolumab, bei PD-L1-positiven Tumoren einen zusatzlichen therapeutischen Effekt
erzielen.'** 1% Generell befinden sich viele neue immunologische Therapeutika in der
klinischen Prifung, wie neu entwickelte ADCs wie Datopotecan-Deruxtecan und gegen
B7-H3 oder NKG2DL gerichtete CAR-T-Zellen (NCT05460273, NCT05341492,

NCT04107142). Im Verlauf werden die Immuntherapien mit bestehenden Chemotherapien
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wie Paclitaxel, Gemcitabin oder Carboplatin kombiniert und in klinischen Studien evaluiert
(NCT05973864, NCT03742102, NCT02622074).

2.6 Therapie von Sarkomen

Sarkome sind eine seltene Gruppe von Tumoren, die sich aus allen mesenchymalen
Geweben des Weichteil- und Skelettsystems entwickeln kénnen. Sarkome kénnen in mehr
als 100 verschiedene Unterformen eingeteilt werden.'#® 47 Der Einfachheit halber wird
jedoch meist nur zwischen Knochen- und Weichteilsarkomen unterschieden. Das 5-Jahres-
Uberleben liegt bei ca. 60-70%, wobei signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Untergruppen beobachtet werden.'*'%° Sind bereits Metastasen oder ein Rezidiv
aufgetreten, ist die Prognose mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 20% dramatisch
unglinstiger.'50-1%2

Sarkome werden je nach Lokalisation partiell oder komplett reseziert, zusatzlich wird eine
Chemo- oder Strahlentherapie durchgefiihrt, um die haufig vorkommenden okkulten
Metastasen zu eleminieren.'® Die Auswahl des geeigneten Zytostatikums variiert je nach
Sarkomform. Ein nicht unerheblicher Anteil der Therapeutika wird im ,off-label use® (ohne
Zulassung fur die entsprechende Indikation) eingesetzt, da die Konzeption klinischer
Studien aufgrund der Seltenheit und Diversitat auferst komplex ist.’*® Das erste
Immuntherapeutikum, das zur Behandlung von Weichteilsarkomen eingesetzt wurde, war
Coley's Toxin.®” 1% Dieses wurde jedoch in den 1970er Jahren aufgrund fehlender
Wirksamkeitsnachweise vom Markt genommen. Im Jahr 2014 wurde der gegen den
PDGFR1-Rezeptor gerichtete mAb Olaratumomab fir die Behandlung von
Weichteilsarkomen zugelassen.'®* Die Zulassung basierte auf vielversprechenden Daten
aus einer Phase-2-Studie, die sich jedoch in der Phase-3-Studie nicht bestatigten, was
schlielBlich zur Ricknahme der Zulassung fuhrte. Bei Sarkomen ist die Anzahl der
Neoantigene meist sehr gering, so dass nur wenige tumorreaktive T-Zellen vorhanden
sind.® Die ICIs Nivolumab, Pembrolizumab und Ipilimumab zeigten enttduschende
Ansprechraten von nur 16% bei Weichteilsarkomen und 5% bei Knochensarkomen.8* 15
1%8 Dies unterstreicht die Komplexitat und den hohen klinischen Bedarf der Sarkomtherapie,

da bisher keine zielgerichtete Immuntherapie fir Sarkome zugelassen ist.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Die Tumortherapie hat in den letzten Jahrzehnten erhebliche Fortschritte erzielt,
insbesondere durch die Einflihrung von Immuntherapien. Dennoch bleibt die Entwicklung
effektiver und zielgerichteter Therapien eine Herausforderung. Die Kombination
verschiedener konventioneller und immuntherapeutischer Behandlungskonzepte hat zu
einer deutlichen Verbesserung der Uberlebensraten bei zahlreichen Tumorerkrankungen
gefuhrt. Durch selektivere Therapien, wie beispielsweise TKls und therapeutische
Antikoérper, konnten die Nebenwirkungen fiir die Patient*innen reduziert werden.'®® Nach
wie vor ist aber die Relapse-Rate bei vielen Tumoren hoch und die Heilungschancen sind
fur manche Patient*innen nur gering. Daher sind optimierte Therapieprotokolle mit
verbesserten Heilungschancen dringend erforderlich.

In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Kombination der BCR::ABL1
TKI mit Blinatumomab das zytotoxische Potential von T-Zellen reduzieren kann.’®® Im
ersten Teil dieser Arbeit soll im Hinblick auf die Kombinationstherapie von BCR::ABL1 TKIs
mit Rituximab bei der B-ALL untersucht werden, inwieweit TKls die ADCC durch NK-Zellen
beeinflussen.’ Dementsprechend wurde ihr Einfluss auf die Aktivierbarkeit,
Degranulationsfahigkeit, Zytokinsekretion und das zytotoxische Potential von NK-Zellen
untersucht, um potenziell geeignete bzw. ungeeignete TKils zu identifizieren.

Neben den NK-Zellen sind insbesondere zytotoxische T-Zellen in der Lage, hochgradig
tumorlytische Effekte zu vermitteln. Daher wird im zweiten Teil Arbeit die Rekrutierung von
zytotoxischen T- und NK-Zellen zur Bekdmpfung von TNBC mit NKG2DxCD3 und
NKG2DxCD16 BFPs evaluiert. Da die Therapie des TNBC in der Regel eine neoadjuvante
Chemotherapie beinhaltet, sollt zusatzlich evaluiert werden, ob periphere mononukleare
Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) von Patientinnen wahrend der
Chemotherapie in vitro eine ausreichende Zytotoxizitat flr eine potentielle Behandlung mit
BFPs aufweisen.

Der heterogenen Gruppe der Sarkome mangelt es an wirksamen Immuntherapien. Die
ausgepragte B7-H3 Expression verschiedener Sarkome ermoglicht daher eine gezielte
Immuntherapie mit Antikdrpern. Daher soll in der dritten Arbeit das praklinische Potential
des bsAb CC-3 (B7-H3xCD3) bei Sarkomen evaluiert werden.''8 125

Das Ziel dieser Arbeiten ist es, immuntherapeutische Behandlungskonzepte fir neue
Indikationsgebiete praklinisch zu charakterisieren sowie den Einfluss von TKI oder
Chemotherapien auf die Effektorzellfunktion von NK- und T-Zellen zu untersuchen, um

maogliche Synergien der Therapien zu identifizieren.
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4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei Publikationen, auf denen diese Dissertation

basiert, zusammengefasst. Die drei Forschungsartikel sind im Anhang beigefigt.'6'-163

4.1 Asciminib erhalt die antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat gegen

leukdamische Blasten

Da aus bereits publizierten Arbeiten bekannt ist, dass der Einsatz von TKls in Kombination
mit Blinatumomab die Zytotoxizitat von T-Zellen hemmen kann,'® wurde in dieser Arbeit
der Einfluss von TKIis auf die Wirkung von Rituximab, insbesondere auf die Wirkung der
Rituximab-vermittelten ADCC durch NK-Zellen, untersucht.

Dazu wurden bereits fur die Behandlung der BCR::ABL1-positiven B-ALL zugelassene TKils
wie Bosutinib (Bosu), Dasatinib (DASA), Imatinib (IMA), Nilotinib (NILO) und Ponatinib
(PONA), aber auch der neue Inhibitor Asciminib (ASCI), der sich derzeit im
Zulassungsverfahren befindet, in IC50- und Plasma-Peak-Konzentrationen (Peak)
untersucht. NK-Zellaktivierung, -degranulation, -proliferation und Tumorzelllyse wurden in
verschiedenen in vitro-Analysen mit PBMCs gesunder Spender, in Kombination mit
Rituximab, untersucht. Zudem wurden die beiden BCR::ABL1-negativen Zelllinien Nalm-6
und Nalm-16 sowie die beiden BCR::ABL1-positiven Zelllinien SD-1 und TOM-1 verwendet.
Zur Beurteilung der NK-Zellaktivierung in Gegenwart von TKIs wurde die Expression von
CD69 nach 24 h Kokultur durchflusszytometrisch bestimmt. Insbesondere DASA flihrte bei
allen B-ALL-Zelllinien zu einer Reduktion der NK-Zellaktivierung bei allen Spendern. Bei
keinem der anderen TKls konnten signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werden.

Um zu analysieren, ob die verschiedenen TKis die Proliferation der NK-Zellen beeinflussen,
wurde die Anzahl der NK-Zellen nach 24 h Kokultivierung der NK-Zellen mit B-ALL-Zellen
in Gegenwart von Rituximab bestimmt. Da kein Unterschied in der Anzahl der NK-Zellen
festgestellt werden konnte, gehen wir davon aus, dass die TKls selbst keine toxische oder
proliferationsfordernde Wirkung auf die NK-Zellen haben. Eine weitere wichtige
Effektorfunktion der NK-Zellen ist die Sekretion immunstimulierender Zytokine, die mit Hilfe
eines LEGENDplex-Assays nach 24 h Kokultivierung analysiert wurde. Die durchgeflihrten
Experimente zeigten, dass NILO bei Peak-Konzentrationen die Sekretion der Zytokine
IL-10 und IL-2- sowie die Produktion von TNF bei Peak-Konzentrationen hemmt. PONA
zeigte eine Hemmung der sFASL-Sekretion sowohl bei IC50- als auch bei Peak-
Konzentrationen. Die Zugabe von DASA bei Peak-Konzentrationen reduzierte die sFASL-

Sekretion signifikant. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Kinaseinhibitoren die ABL1
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und die SRC-Kinasen Familie blockieren eine hemmende Wirkung auf den sFASL-
vermittelten Zelltod ausuben.

In weiteren Untersuchungen konnte nach Kokultivierung kein Einfluss der TKIls auf die tber
die CD107a-Expression bestimmte Degranulation der NK-Zellen festgestellt werden. Zur
Bestatigung der Ergebnisse wurden LEGENDplex Zytokin-Arrays mit den Uberstanden aus
den vorangegangenen Experimenten durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit der ermittelten
CD107a-Expression konnte keiner der TKils die Sekretion der Effektormolekile Granzym A
und Perforin beeinflussen.

Die Lyse von B-ALL-Zellen durch NK-Zellen wurde mit Hilfe des Europium-Zytotoxizitatstest
untersucht. Bei einer der vier untersuchten Zelllinien fuhrte die Behandlung mit ASCI zu
einer moderaten Hemmung der Tumorzelllyse. Analog dazu wurde auch bei der Zelllinie
SD-1 eine moderate Reduktion der Lyse durch IMA beobachtet. Zusatzlich wurde bei einer
Zelllinie eine Reduktion der Tumorlyse bei Peak-Konzentrationen durch BOSU beobachtet.
Eine Beeintrachtigung der Lyse von TOM-1 wurde durch die Behandlung mit NILO
beobachtet, wahrend die Anwendung von PONA zu einer konsistenten Blockierung der
Lyse in allen untersuchten Zelllinien fihrte. DASA zeigte eine dosisabhangige Hemmung
der Tumorlyse in drei der vier untersuchten Zelllinien, wobei die Hemmung bereits bei der
IC50-Konzentration vollstandig war.

Um die Langzeiteffekte der TKIs auf die Zytotoxizitat zu untersuchen, wurden Live-Cell-
Imaging-Assays mit Nalm-6 und SD-1 Uber einen Zeitraum von 120 Stunden durchgeflhrt.
In Ubereinstimmung mit den Kurzzeitergebnissen konnte keine Hemmung der Langzeitlyse
durch IMA und ASCI festgestellt werden. Bei Peak-Konzentrationen fiihrten NILO und
DASA zu einer Reduktion der Lyse von SD-1, BOSU zu einer Lysereduktion von NALM-6,
wahrend NILO die Lyse beider Zelllinien reduzierte. Darlber hinaus konnte eine Hemmung
der Lyse von Nalm-6 durch DASA bei beiden Konzentrationen nachgewiesen werden.
Abschlief3end wurde untersucht, ob die Stimulation der NK-Zellen mit IL-15 die hemmenden
Effekte der TKIs Uberwinden kann. Interessanterweise konnte die mit IL-15 beobachtete
NK-Zellproliferation, in Gegenwart von DASA zuséatzlich gesteigert werden. Ahnliche
Effekte wurden mit anderen TKIs nicht beobachtet.

Zusammenfassend zeigten DASA und PONA die starksten hemmenden Effekte auf die NK-
Zellaktivierung, Degranulation und Tumorzelllyse. Die anderen TKIls hatten wenig bis keine
Wirkung auf die Rituximab-vermittelte ADCC. Insgesamt erweist sich Asciminib als der
geeignetste Kandidat fir Kombinationstherapien mit ADCC-induzierenden Antikérpern, die

eine NK-Zell-vermittelte Tumorkontrolle zum Ziel haben.



26 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.2 NKG2DL als Zielantigene fir die bispezifischen Fusionsproteine
NKG2DxCD16 und NKG2DxCD3 bei triple-negativem Brustkrebs

Da bisher nur wenige immuntherapeutische Optionen zur Behandlung des aggressiven
triple-negativen Brustkrebses (TNBC) zur Verfigung stehen, wurde im zweiten Teil der
Arbeit die Wirkungsweise von bispezifischen NKG2DxCD16/CD3-Fusionsproteinen (BFPs)
untersucht. Die BFPs sind, wie bereits unter 2.3.3. beschrieben, in der Lage, alle
verschiedenen NKG2DL gleichermafen zu binden und kénnen je nach Konstrukt NK-Zellen
oder T-Zellen rekrutieren und aktivieren.

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Konstrukte entsprechend produziert und aufgereinigt
und ihre Wirkungsweise in vitro bei der Behandlung von TNBC-Zelllinien in Kombination mit
PBMCs gesunder Spender untersucht. Dabei wurde die Expression der verschiedenen
NKG2DL auf unterschiedlichen Tumorzelllinien untersucht und der Einfluss der BFPs auf
die Rekrutierung, Aktivierung, Degranulation und Zytotoxizitat der Effektorzellen analysiert.
Im ersten Schritt wurde die mMRNA-Expression der verschiedenen NKG2DL in acht TNBC-
Zelllinien analysiert, wobei alle untersuchten Zelllinien mindestens zwei der Liganden
exprimierten. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigten, dass MICA und ULBP2 die
hdchste Oberflachenexpression unter den getesteten Zelllinien aufwiesen, wahrend ULBP4
nicht nachweisbar war. Basierend auf diesen Daten wurden BT-549 mit der niedrigsten,
MDA-MB-468 mit einer mittleren und MDA-MB-231 mit einer hohen NKG2DL-Expression
fur die folgenden Experimente ausgewahlt.

Durch die Verwendung von NKG2DxCD16 und NKG2DxCD3 konnte die Rekrutierung von
NK-Zellen bzw. T-Zellen zu den TNBC-Zellen eindeutig nachgewiesen werden. Daruber
hinaus zeigte sich, dass die BFPs die Effektorzellen in den Kokulturen aktivierten und zu
einer Degranulation fuhrten, was anhand von CD69 und CD107a nachgewiesen werden
konnte. Weiterhin konnte eine signifikant erhdhte Freisetzung von IFNy, TNF, Granzym A,
Perforin und Granulysin in den Kokulturiiberstanden nach Behandlung mit NKG2DxCD16
und NKG2DxCD3 festgestellt werden. Das NKG2DxCD16 Konstrukt induzierte innerhalb
von 2 h eine signifikante NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat gegen Tumorzellen. Im Gegensatz
dazu konnte im Live-Cell-Imaging Uber einen Zeitraum von 120 h eine starkere und langer
anhaltende Tumorkontrolle durch die von NKG2DxCD3 induzierte T-Zell-Antwort
beobachtet werden.

Um zu untersuchen, ob TNBC-Patientinnen Veranderungen in den Effektorzellen
aufweisen, die zu einem Verlust der Wirksamkeit von BFPs flihren kdnnten, und ob BFPs
auch mit konventioneller Chemotherapie kombiniert werden kénnen, wurden PBMCs von
gesunden Spendern und TNBC-Patientinnen unter zytotoxischer Chemotherapie

verglichen. In der TNBC-Kohorte wurden normale Lymphozyten-, Leukozyten-,
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Neutrophilen-, Monozyten- und Thrombozytenzahlen beobachtet. Es zeigte sich jedoch
eine Abnahme der CD4* T-Zellen, aber keine Veranderung der CD8" T-Zellen und eine
Zunahme der DCs, aber keine relevanten Unterschiede bei anderen mononuklearen Zellen
im Vergleich zu den gesunden Spendern. Die Behandlung mit BFPs fiihrte zu einer
signifikanten Aktivierung und Induktion von CD107a in NK-Zellen sowie CD4* und CD8* T-
Zellen und zu einer signifikanten Freisetzung von IFNy, TNF, Granzym A, Perforin und
Granulysin. Abschlielliend wurde die Zytotoxizitat von NK-Zellen und T-Zellen von TNBC-
Patienten gegen TNBC-Zelllinien mittels Live-Cell-limaging uber 120 h evaluiert. Es konnte
eine starke tumorlytische Wirkung von NKG2DxCD3 bei TNBC-Patienten nachgewiesen
werden, wohingegen NKG2DxCD16 nur bei MDA-MB-468 Zellen zu in einer signifikanten
Tumorlyse fuhrte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass NKG2DxCD16 und NKG2DxCD3 auch
mit PBMCs von Patientinnen wahrend einer aktiven Chemotherapie eine effektive
Tumorlyse induzieren koénnen. Die Fusionsproteine koénnten daher eine sinnvolle

Erweiterung der Therapieoptionen fir TNBC-Patientinnen darstellen.

4.3 Der bispezifische B7-H3xCD3 Antikorper CC-3 induziert T-Zell-

Immunitat gegen Knochen- und Weichteilsarkome

Fir die Behandlung von Sarkomen wurden in der Vergangenheit einige
immuntherapeutische Ansatze in klinischen Studien evaluiert, jedoch konnten bisher keine
signifikanten Fortschritte erzielt werden.'#”- 1% Daher wurde in dieser Arbeit der bsAb
B7-H3xCD3, auch CC-3 genannt, praklinisch fir die Therapie von Knochen- und
Weichteilsarkomen charakterisiert.

Die TCGA-Datenbankanalyse der B7-H3 Expression von Sarkompatienten zeigte ein
signifikant verkirztes progressionsfreies Uberleben bzw. Gesamtiiberleben bei Patienten
mit hoher B7-H3 Expression im Vergleich zu Patienten mit niedriger B7-H3 Expression. Fur
die weiteren Analysen wurden Zelllinien von Liposarkomen, Leiomyosarkomen,
Synovialsarkomen, Rhabdomyosarkomen, Chondrosarkomen sowie Osteosarkomen
ausgewahlt, die ca. 44% aller diagnostizierten Sarkomsubtypen reprasentieren.'®®

Da Tumorzellen wahrend einer Antikérpertherapie haufig die Expression des Zielantigens
reduzieren, wurde die B7-H3 Expression nach 72-stlindiger Inkubation mit CC-3 bestimmt
und keine relevante Veranderung auf den Sarkomzellen festgestellt. Die zielzellrestringierte
Aktivierung von T-Zellen durch CC-3, die anhand der Expression von CD69 und CD25
bestimmt wurde, konnte in Kokultur mit Sarkomzellen und PBMCs nachgewiesen werden.
Die T-Zell-Aktivierung fuhrte trotz ausgepragter Spendervariabilitdt zu einem signifikanten

Anstieg von sekretiertem IL-2, IL-4, IL-10 und IFNy sowie zu einer erhdhten Freisetzung
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von sFasL, TNF, Granzym A, Granzym B, Perforin und Granulysin im Vergleich zur
Kontrolle.

Die Induktion der Proliferation von T-Zellen ist essentiell fur die effektive Bekampfung hoher
Tumorlasten. Nach 6-tagiger Kokultivierung von PBMCs und Sarkomzellen mit CC-3 konnte
eine induzierte Proliferation von CD4* und CD8* T-Zellen mittels Durchflusszytometrie
nachgewiesen werden. Neben der erhdhten Anzahl von Effektorzellen, spielt auch die
Bildung von Gedachtnis-T-Zellen eine entscheidende Rolle fir eine starke und
langanhaltende T-Zell-Antwort. Daher wurde die Differenzierung naiver T-Zellen in
Stammzell-Gedachtniszellen (SCM), zentrale Gedachtniszellen (CMC), Effektor-
Gedachtniszellen (EMC) und Effektorzellen untersucht. Die Behandlung mit CC-3 flhrte zu
einer spezifischen Proliferation und Bildung von CMC und EMC bei CD4* und CD8" T-
Zellen. Abschlieend konnte gezeigt werden, dass CC-3 die Degranulation von CD8" T-
Zellen, bestimmt durch der CD107a Expression, und die Tumorlyse in Kokultur mit allen
untersuchten Sarkomsubtypen signifikant induzierte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CC-3 eine ausgepragte T-Zell-Antwort induziert,
die sowohl zur Bildung re-stimulierbarer Gedachtniszellen als auch zu einer ausgepragten
Tumor-Eradikation der untersuchten Sarkome flihrt. Daher wird CC-3 als zukiinftig in einer
klinischen Studie der KKE Translationale Immunologie zur Behandlung von Sarkomen

evaluiert werden.
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5 Diskussion

Die Immuntherapie hat in den letzten Jahrzehnten zu einer deutlichen Verbesserung der
Prognose und des Uberlebens vieler Patienten gefiihrt. Die Entwicklung neuer
Immuntherapien, basierend auf einem besseren Verstandnis der immunologischen
Grundlagen sowie klinischen Erfahrungen, hat zu einer kontinuierlichen Erweiterung der
Indikationen und zur Markteinfihrung zahlreicher neuer Praparate gefihrt. Die meisten
Immuntherapien befinden sich noch in der klinischen Erprobung. Durch die Kombination
bereits zugelassener Therapeutika, wie z.B. spezifische BCR::ABL1-Inhibitoren, mit neuen
Medikamenten ergeben sich zunehmend effektivere Kombinationsmaoglichkeiten, die das
Langzeituberleben der Patienten weiter verbessern kénnen. Ein weiterer wichtiger Punkt
ist, dass die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklung bei einer Kombinationstherapie
mit zwei oder mehr Therapeutika statistisch gesehen geringer ist als bei einer
Monotherapie. 66 167

Die Therapie der CD20*-Leukdmien konnte durch Rituximab oder andere Anti-CD20-
Antikorper deutlich verbessert werden.'®® 1% Insbesondere in der Hochrisikogruppe der
BCR::ABL1-positiven B-ALLs konnte durch die Kombination mit Anti-CD20-Antikérpern
eine Dosisreduktion unselektiver Chemotherapien erreicht werden.'® Darlber hinaus
konnte eine erhdhte Ansprechrate durch die Kombination von TKls mit therapeutischen
Antikorpern wie Rituximab oder Blinatumomab beobachtet werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde der Einfluss verschiedener TKls wie ASCI, BOSU, DASA, IMA, NILO und
PONA auf die Aktivierung, Zytokinsekretion und die NK-Zell-vermittelte ADCC untersucht.
DASA zeigte die starkste Hemmung der Rituximab-vermittelten Effekte bei 1C50- und
Serum-Peak-Konzentrationen, wahrend PONA nur eine leichte Hemmung der Zytotoxizitat
bei 1C50-Konzentration zeigte. NILO und BOSU hemmten die Aktivierung und die
zytotoxischen Effekte von Rituximab nur in den Peak-Konzentrationen. Imatinib und
Asciminib zeigten keine oder nur sehr geringe Effekte auf die Rituximab-vermittelten
Effekte. Es konnte gezeigt werden, dass TKis in vitro eine ahnliche Hemmung auf die
Zytotoxizitdt von T-Zellen haben. Dabei wurde beobachtet, dass insbesondere die
Kombination von DASA oder PONA mit dem bsAb Blinatumomab die Aktivierung, die
Proliferation und die zytotoxischen Effekte hemmt.'®* 7! Eine Reduktion der zytotoxischen
Wirkung von Blinatumomab konnte dagegen bei IMA oder NILO nicht beobachtet werden.
Bei der Applikation von CAR-T-Zellen zeigte sich, dass DASA sowohl die Aktivierung als
auch die zytotoxischen Effekte von CD19-CAR-T bei B-ALL in vitro und in vivo hemmt.""?
Im Gegensatz zu den praklinischen Daten gibt es bereits klinische Studien, die den Einsatz
von Blinatumomab in Kombination mit DASA und PONA untersuchten und Uber

hervorragende Remissionsraten berichteten.’? 74 Allerdings wurde in diesen Studien
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DASA in der Induktionsphase und Blinatumomab in den nachfolgenden Therapiezyklen
eingesetzt, so dass vermutlich kein direkter Einfluss der TKIs auf die Wirkung von
Blinatumomab besteht.

In der Literatur wurde bisher kein Einfluss der ABL1 Kinase auf die Effektorfunktion
humaner NK-Zellen beschrieben. In murinen NK-Zellen konnte dagegen gezeigt werden,
dass die ABL1 Kinase fiir die Entwicklung von NK-Zellen nicht notwendig ist.'”® Die
heterogenen Effekte der TKls auf NK-Zellen lassen sich mdglicherweise durch die
spezifischen Eigenschaften der einzelnen TKls erklaren. Kinaseinhibitoren hemmen im
Allgemeinen die Bindung von ATP an das aktive Zentrum, entweder durch sterische
Blockade oder durch direkte Bindung an das aktive Zentrum der Kinase.? Der Inhibitor
verhindert die Ubertragung der terminalen Phosphatgruppe auf die Seitenkette des
Tyrosins, was zu einer Unterbrechung der Signalkaskaden fiihrt.'”® Das aktive Zentrum
vieler Tyrosinkinasen weist aufgrund der Verwendung des gleichen Substrats eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit auf. Dies flihrt bei vielen selektiven Kinaseinhibitoren zu einer
Hemmung anderer Kinasen (off-target), wobei diese Wechselwirkungen in den meisten
Fallen erst zu einem spateren Zeitpunkt erkannt werden.'”” Die TKls IMA, NILO, DASA,
BOSU und PONA weisen neben einer aulderst starken Affinitat zur BCR::ABL1-Kinase auch
unterschiedliche Affinitaten zu SRC, LCK, PI3K, STAT3 und zahlreichen anderen Kinasen
auf.’7¢-17% PONA besitzt beispielsweise zusatzlich eine subnanomolare Affinitat zur ABL1-
Kinase, sowie eine nanomolare Affinitat zu SRC und PDGFRa.'® Imatinib kann dagegen
nicht an SRC binden."® In frilheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die
Hemmung von SRC, ERK, oder PI3K die zytotoxischen Effekte von NK-Zellen reduzieren
kann.'®184 Dies ist beispielsweise fiir den aktivierenden NKG2D- oder Fc-Rezeptor-
Signalweg relevant. Der FcyRllla (CD16) und der NKG2D-Rezeptor leiten nach der Bindung
das Aktivierungssignal Uber ITAMs in die Zelle. Dort wird das Signal von SRC und weiteren
Adaptorproteinen unter anderem (iber PI3K weitergeleitet und die Zytotoxizitat ausgelost.'8°
Es ist auch bekannt, dass insbesondere DASA SRC blockiert und damit die fir die
Zytotoxizitat wichtigen nachgeschalteten Signalproteine PI3K und ERK hemmt. 8

Die Effekte auf Off-Target-Kinasen erklaren die verminderte Zytotoxizitat durch DASA und
PONA sowie die deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Inhibitoren in unseren
Experimenten. Asciminib, der erste selective allosteric ABL myristoyl pocket (STAMP)
Inhibitor, bindet an die Myristoyltasche von ABL1 und blockiert durch
Konformationsanderungen das aktive Zentrum.'® Dies hat zwei Vorteile: Zum einen kann
die Hemmung nicht durch eine erhdhte ATP-Konzentration aufgehoben werden, zum

anderen ist Asciminib selektiver, da es nicht an die konservierten und strukturahnlichen
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Bereiche um das aktive Zentrum bindet. Unspezifische Hemmungen durch Asciminib sind
daher bisher nicht bekannt.8”

Insgesamt zeigen unsere in vitro Daten einen ahnlichen Einfluss auf die NK-Zellen, wie er
bereits von anderen Gruppen beschreiben wurde. Inwieweit die beobachteten Effekte auf
NK-Zellen in vivo Ubertragbar sind, ist jedoch noch unklar, da auch pharmakokinetische
Einflisse der TKls zu berlcksichtigen sind. Aufgrund der komplexen Wechselwirkungen
der TKls auf immuntherapeutische Effekte muss ihr Einsatz sorgfaltig abgewogen werden.
Die Kombination von DASA oder PONA mit Immuntherapien, die NK-Zellen, T-Zellen oder
CAR-T-Zellen als Effektorzellen bendtigen, sollte vermieden werden oder zumindest zeitlich
verzdgert eingesetzt werden. Darlber hinaus kdnnten die hemmenden Eigenschaften von
DASA bei UberschieRenden Immunreaktionen, wie dem Zytokin-Freisetzungssyndrom
(cytokine release syndrom, CRS), einer haufigen Nebenwirkung von therapeutischen
Antikérpern und CAR-T-Zellen, genutzt werden.

Die zielgerichtete Therapie von Tumorerkrankungen, z.B. mit Antikdrpern, wird haufig durch
das Fehlen eines guten tumorspezifischen Antigens (TSA) oder tumorassoziierten Antigens
(TAA) limitiert. Ein gutes TAA ermdglicht die gezielte Rekrutierung und Aktivierung von NK-
oder T-Zellen am Tumor durch Antikorper oder Fusionsproteine. Die Mitglieder der
NKG2DL-Familie werden auf zahlreichen Tumoren wie Sarkomen, Leberkarzinomen und
TNBC in unterschiedlicher Intensitat exprimiert, jedoch nicht auf gesundem Gewebe, und
eignen sich daher hervorragend als TAA.'?5 126 130, 188 Ayfgrund der strukturellen
Unterschiede der einzelnen NKG2DLs ist eine Bindung mit einem Antikdrper an alle
verschiedenen Liganden nicht mdoglich. Die in dieser Arbeitsgruppe entwickelten
Fusionsproteine enthalten die extrazellulare Domane des NKG2D-Rezeptors und
ermdglichen so die Bindung an alle NKG2DL.'?* 125 189 Ein wesentlicher Vorteil der BFPs
ist, dass die Aktivierung der Effektorzellen unabhangig von der Expression des NKG2D-
Rezeptors Uber CD3 und CD16 entsprechend erfolgt. Bei T-Zellen wiirde die physiologische
Stimulation des NKG2D-Rezeptors zu einer verbesserten Aktivierbarkeit Gber den TCR
fuhren.'® Die Reaktivitat der T-Zellen gegen den Tumor bliebe jedoch ohne zusatzlichen
Antigenkontakt Uber den TCR aus. Durch die Bindung von NKG2DxCD3 an CD3 werden
alle T-Zellen antigenunabhangig aktiviert.

In frGheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass diese Fusionsproteine in vitro zur
Bekampfung von akuter myeloischer Leukdmie und von Sarkomen eingesetzt werden
konnen.'?5 18 |n dieser Arbeit konnte praklinisch gezeigt werden, dass NKG2DxCD3 und
NKG2DxCD16 BFPs auch bei der Behandlung von TNBC wirksam sein konnen.'®® Dies
wurde durch die ausgepragte Rekrutierung von NK- und T-Zellen durch die BFPs zum

Tumor und die erhdhte Aktivierung bestimmt. Die geringere Menge an freigesetzten
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Zytokinen durch NKG2DxCD16 im Vergleich zu NKG2DxCD3 deutet auf ein besseres
Sicherheitsprofil im Hinblick auf das bei Immuntherapien besonders geflirchtete CRS hin,
dass vor allem bei besonders vulnerablen Patienten ein Problem darstellt. Die deutlich
schnellere Tumorlyse durch NKG2DxCD16, aber daflir starkere Lyse durch NKG2DxCD3
nach langeren Inkubationszeiten, wird durch das unterschiedliche zytotoxische Potential
von NK- und T-Zellen, ihre unterschiedliche Aktivierung und Zellzahl bestimmt. NK-Zellen
werden direkt mit groRen Mengen an vesikular gespeichertem Perforin und Granzym
ausgestattet und sind ,ready-to-kill“, da sie keine Voraktivierung bendtigen.’®' T-Zellen
stellen nicht nur zahlenmaRig die groRte Lymphozytenpopulation dar, sondern zeigen nach
NKG2DxCD3-Behandlung auch eine deutlich héhere Proliferationsrate als NK-Zellen.
Allerdings mussen T-Zellen erst ihre zytotoxischen Effektormolekile synthetisieren, um
Tumorzellen aktiv lysieren zu kdnnen.

Bei der Chemotherapie des TNBC werden haufig Taxane wie Paclitaxel oder Carboplatin
in Kombination mit verschiedenen anderen Substanzen wie Pembrolizumab eingesetzt. Es
wird vermutet, dass sowohl durch die Tumorerkrankung selbst, als auch durch die
Chemotherapie mit Paclitaxel, ein erhdhter Anteil an erschdpften und geschadigten PBMCs
vorliegt, wodurch weniger Effektor-Target-Kontakte stattfinden.’® AuBerdem sollten die
Proliferationsfahigkeit der T-Zellen die verschiedenen Chemotherapeutika eingeschrankt
sein. Die BFPs konnten bei PBMCs von Patientinnen unter Chemotherapie immer noch
eine starke Aktivierung und Degranulation von NK- und T-Zellen induzieren, wobei hier
vermutlich auch ausreichende Behandlungspausen zur Regeneration der Effektorzellen
eine Rolle spielen. Erst kirzlich wurde berichtet, dass mit Taxanen vorbehandelte T-Zellen
in vivo effektiver gegen Tumorzellen sind und die cytotoxische Degranulierung Uber einen
TCR-unabhéngigen Mechanismus auslosen.'®® Daraus schlieRen wir, dass eine
Kombination von BFPs mit Chemotherapeutika wie Paclitaxel effektiv moglich ist.
Insbesondere die durch die Chemotherapie induzierte verstarkte Expression von NKG2DL
durch zellularen Stress konnte synergistisch mit BFPs kombiniert werden.'27: 130

Obwohl NKG2DL formal gut als TAA geeignet sind, unterliegen auch sie verschiedenen
Immunevasionsmechanismen. Es konnte gezeigt werden, dass NKG2DL wie MICA oder
MICB u.a. durch Metalloproteasen wie ADAM10 von der Tumoroberflache abgespalten
werden konnen (shedding).5® 1941% Als I6sliche Liganden konnen sie dennoch an den
NKG2D-Rezeptor von NK- und T-Zellen binden. Dies flhrt zu einer verminderten
Expression des NKG2D-Rezeptors und zu einer verminderten Reaktivitdt gegenuber
malignen oder infizierten Zellen.'®": % Daher ist es therapeutisch vorteilhaft, die NKG2DL-
Expression auf der Tumorzelloberflache zu stabilisieren. Das Shedding von NKG2DL MICA

und MICB kann unter anderem durch den Einsatz des mAb CLN-619 verhindert werden,
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indem die Spaltstelle in der a3-Domane sterisch blockiert wird.'®® Dies flhrt zu einer
erhohten Antitumorreaktion der NK-Zellen. In klinischen Studien wird der CLN-619 in
Kombination mit Pembrolizumab bei soliden Tumoren untersucht (NCT05117476,
NCT06381141).

Im Vergleich zu einem Antikérper hat der NKG2D-Rezeptor nur eine geringe Affinitat zu
seinen Liganden, was zu einer schnellen Dissoziation des BFP von den Liganden fiihrt.2%°
Dies fuhrt zu einer verklirzten Retentionszeit und einer geringeren Akkumulation am Tumor.
Die Rekrutierung von Effektorzellen wird somit eingeschrankt, da nur tumorgebundenes
BFP eine aktivierende Wirkung entfaltet. In den durchgefuhrten in vitro Experimenten spielt
dieser Aspekt jedoch aufgrund der hohen Konzentration an BFPs nur eine untergeordnete
Rolle. Fur in vivo Experimente ist dies jedoch ein wesentlicher Parameter, der die
Pharmakokinetik und die Verteilung des Fusionsproteins beeinflusst. Ahnlich wie bei
Blinatumomab verkirzt die fehlende Fc-Region die Serum-Halbwertszeit der BFPs. Dieses
Problem konnte durch eine Anderung des Formats geldst werden. Die CD3-Bindung wiirde
in der Fab-Domane verbleiben und die bisherige C11-Domane kénnte um die aus Cx2 und
Cu3 bestehende IgG1-Fc-Domane erganzt werden. Der NKG2D-Rezeptor bleibt C-terminal
an die schwere Kette gebunden. Um die Rezeptoraffinitat zu erhdhen, gibt es zwei
Maoglichkeiten: Eine Optimierung der Aminosauren in den Interaktionsbereichen von
NKG2D/NKG2DL sowie eine Destabilisierung der Konformation des ungebundenen
Rezeptors sind vielversprechende Ansatze zur Erhohung der Rezeptoraffinitat.290-202 |m
Detail werden bei der letztgenannten Methode Aminosauren gezielt ausgetauscht, um die
Enthalpie der ungebundenen Konformation zu erhéhen und damit den gebundenen
Zustand thermodynamisch stabiler zu machen. Dadurch konnte die Affinitat des TCR-HLA-
A2 Komplexes um das bis zu 1000-fache gesteigert werden.?°% 2% Wird der NKG2D-
Rezeptor in CAR-Konstrukten verwendet, ist die hohere Affinitat nicht notwendig.?°5-2%" Die
NKG2D-CAR-T- oder CAR-NK-Zellen werden direkt durch die Bindung an die NKG2DL-
Liganden aktiviert, ohne dass eine anhaltende Bindung erforderlich ist. In den ersten
Studien konnte eine positive klinische Ansprechrate der NKG2D-Konstrukte beobachtet
werden, wobei die Nebenwirkungen als beherrschbar eingestuft wurden.?%® 209 Die
onkologische Relevanz der NKG2D-Konstrukte wird durch derzeit 40 klinische Studien

unterstrichen (clinicaltrials.gov, Stand: 07/2024).

Die groRte Herausforderung fur den effektiven Einsatz therapeutischer Antikdrper bei
soliden Tumoren ist neben der klinischen Sicherheit das TME.2'% 2'" Das TME setzt sich
aus einer Vielzahl von Komponenten zusammen, darunter verschiedene Immunzellen,

Stromazellen, extrazellulare Matrix, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Tumorvaskulatur.®®
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Es konnte gezeigt werden, dass das TME ein ausgepragtes immunsuppressives und
tumorstimulierendes Milieu erzeugen kann. Der erhohte Anteil an immunsuppressiven
regulatorischen T-Zellen, myeloiden Suppressorzellen sowie die Expression von PD-L1 und
die Sekretion von IL-10 oder TGF-B durch die Tumorzellen selbst reduzieren die
zytotoxischen Funktionen von NK- und T-Zellen.?'? 2'* Um den erhohten Nahrstoff- und
Sauerstoffverbrauch zu kompensieren, bilden Tumoren zudem kontinuierlich neue
BlutgefaRe. Die chronische Vaskularisierung durch VEGF flhrt zu einer veranderten
Struktur der Gefallwande, wodurch die Extravasation von Lymphozyten oder CAR-T-/NK-
Zellen behindert wird.?'* Solide Tumoren stellen aufgrund dieser eingeschrankten
Zuganglichkeit fir Immunzellen eine therapeutische Herausforderung dar, die mittlerweile
mit verschiedenen Ansatzen klinisch adressiert wird. Eine Option ist das therapeutische
Targeting von Tumorgefallen, um einerseits die Versorgung des Tumors zu behindern und
andererseits die Infiltration von Immunzellen zu erleichtern. Eine potenzielle Zielstruktur um
dies klinisch zu adressieren, ist das Tumorantigen B7-H3.

B7-H3 wird sehr stark auf der Neovaskulatur von Tumoren, auf dem Tumorstroma und auf
dem Tumor selbst exprimiert.2' 26 Dariiber hinaus wird B7-H3 in geringem Mafe auf der
Leber exprimiert, was bedeutet, dass on-target off-tumor Reaktionen klinisch gut Gberwacht
werden mussen.?'” Wir gehen davon aus, dass unser bsAb B7-H3xCD3 (CC-3) in der Lage
ist, eine Schadigung der Neovaskulatur zu induzieren, wodurch die Nahrstoffversorgung
reduziert wird und die Extravasation von T-Zellen verbessert wird, was zu einer verstarkten
Tumorlyse flhrt. Die breite Expression auf verschiedenen soliden Tumoren, einschliel3lich
Mammakarzinom, Kolonkarzinom, nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und Sarkomen,
qualifiziert B7-H3 als exzellentes TAA."6118 121 Trotz der Heterogenitat der verschiedenen
Subtypen von Knochen- und Weichteilsarkomen, exprimieren alle Sarkome B7-H3 in
ausreichender Menge, so dass B7-H3 als Zielstruktur fur alle Sarkome verwendet werden
kann."® Eine hohe B7-H3-Expression bei Sarkompatienten ist mit einem verkirzten
progressionsfreien Uberleben und Gesamtiberleben assoziiert, was eine gezielte B7-H3-
Therapie noch interessanter macht.'® 117. 121 Die praklinische Charakterisierung zeigte eine
starke Bindung von CC-3 an alle Sarkomsubtypen und eine stabile Antigenexpression auch
nach langerer Exposition mit hohen Antikdrperkonzentrationen. B7-H3 ist daher ein sehr
geeignetes stabiles Zielantigen, da es nicht zu einer Immunevasion durch Reduktion der
Antigenexpression kommt, wie sie haufig bei der Therapie mit CD20-Antikdrpern
beobachtet wird.%® % Die Behandlung mit CC-3 flihrt zu einer zielzellrestringierten
Aktivierung von CD4*" und CD8" T-Zellen und zur Sekretion von Zytokinen und
Effektorproteinen, was zu einer signifikanten Tumorlyse und einer ausgepragten T-Zell-

Proliferation, insbesondere von CD8* T-Zellen, fuhrt. Dies ist essentiell, um eine hohe
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Tumorlast effektiv zu bekampfen. Insbesondere konnte eine starke Expansion von
zentralen Gedachtniszellen und Effektor-Gedachtniszellen nachgewiesen werden. Die
gebildeten Gedachtniszellen sind in der Lage, bei erneuter Stimulation mit CC-3 schnell zu
proliferieren und zytotoxische Effektorzellen zu bilden, was fir eine effektive
Tumorbekampfung von Vorteil ist.®5 82

Derzeit wird unser bsAb CC-3 in einer Phase | first in human“ Studie am Kolonkarzinom
evaluiert (NCT05999396). Aufgrund vielversprechender praklinischer Daten ist geplant, die
laufende Studie auf Sarkome und TNBC auszuweiten. Neben CC-3 werden auch andere
B7-H3xCD3 bsAb wie der MGDO009 der Firma MacroGenics fur den Einsatz bei
fortgeschrittenen soliden Tumoren evaluiert (NCT05585034). Im Vergleich zu unserem
IgG-Format handelt es sich bei MGDO009 um ein ,dual affinity re-targeting“ (DART)-Format,
das aus vier variablen Einzelstrangdomanen besteht. Es wurde beobachtet, dass bsAb, die
aus mehreren Einzelstrangen bestehen, eine hohe Tendenz zur Aggregatbildung
aufweisen und eine unspezifische T-Zell-Aktivierung auslésen konnen.?'® Dies erklart
warum die klinische Studie mit MGDO0O09 aufgrund temporar erhdhter Leberwerte kurzzeitig
unterbrochen wurde. Inzwischen ist die klinische Studie abgeschlossen, allerdings hat
MacroGenics noch keine Ergebnisse veroéffentlicht, so dass keine genaueren Informationen
vorliegen. Auch die klinische Studie mit MGDO009 und einem anti-PD-1 mAb wurde aus
betrieblichen Griinden eingestellt, ohne dass Daten publiziert wurden (NCT03406949). In
praklinischen Studien zeigten verschiedene anit-B7-H3 bsAbs als T-Zell-aktivierende
Antikérperformate  vielversprechende Ergebnisse.?'® 220 Darlber hinaus wurden
kostimulatorische Varianten entwickelt, die mittels B7-H3 im Tumor und im TME
angereichert werden und dort mit dem gegen 4-1BB oder CD28 gerichteten Paratop lokal
die Expansion von tumorspezifischen T-Zellen stimulieren.??" 222 Erganzend wurde durch
B7-H3 eine zielgerichtete Checkpointblockade lokal am Tumor vermittelt, indem das zweite
Paratop an PD-L1 bindet und die Interaktion mit PD-1 auf T-Zellen unterbicht.??®> Keiner
dieser bsAbs wird bisher in klinischen Studien evaluiert.

In klinischen Phase I/ll Studien wurden bereits mehrere B7-H3 mAb bei verschiedenen
fortgeschrittenen Tumoren evaluiert. Dabei erreichten verschiedene ADCC induzierende
mAb bei etwas mehr als 40% der Patienten eine partielle Remission, wobei die
Nebenwirkungen kontrollierbar blieben (NCT01391143, NCT03729596). Ebenfalls lieferte
das gegen B7-H3 gerichteten Antikdrper-Drug-Konjugat Duocarmycin (MGCO018) in einer
klinischen Studie bei verschiedenen soliden Tumoren positive Ergebnisse mit partieller
Remission bei mehr als 50% der Patienten bei tolerierbaren Nebenwirkungen
(NCT03729596).%2* Dies hebt B7-H3 als ausgezeichnetes TAA hervor. Allerdings handelt

es sich bei den untersuchten Antikérpern um mAbs die keine T-Zell-Antworten induzieren,
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daher ist das Sicherheitsprofil wenig bis gar nicht mit dem von bsAbs wie CC-3 oder
MGDO0O09 vergleichbar und muss in zukiinftigen Studien sorgfaltig geprift werden.

B7-H3 wird derzeit auch in verschiedenen CAR-T-Therapiekonzepten als Zielantigen
verwendet, wobei zwei klinische Studien auch Sarkompatienten einschlieRen
(NCT04483778, NCT04897321)??%, Die Studien zeigten ein gut kontrollierbares CRS,
allerdings wurde ein transienter Anstieg der Leberwerte beobachtet. Die verwendeten CAR-
T-Zellen erwiesen sich als hochwirksam, zeigten aber eine dhnliche Hemmung durch das
TME wie physiologische T-Zellen. Die aufwandige, individuelle Herstellung der CAR-T-
Zellen fuhrt im Vergleich zur Antikdrpertherapie zu hohen Therapiekosten. Um die
steigende Zahl von Tumortherapien auch in Zukunft flr die Gesellschaft finanzierbar zu
halten, sind kostenglnstigere Therapien von entscheidender Bedeutung. Zudem ist zu
bertcksichtigen, dass die Generierung autologer CAR-T-Zellen nach der Diagnosestellung
mehrere Wochen in Anspruch nimmt, so dass unter Umstanden eine Chemotherapie zur
Uberbriickung notwendig ist. Antikérpertherapien kénnen dagegen unmittelbar nach
Diagnosestellung eingesetzt werden. Ein Nachteil der CD3-Stimulation mit bsAbs ist jedoch
die fehlende Kostimulation der T-Zellen, was zu erschdpften und dysfunktionalen T-Zellen
fuhrt.226

Die Pravention der T-Zell-Erschdpfung kann durch kostimulatorische Signale wie CD28
erreicht werden.?® CAR-T-Zellen begegnen diesem Problem durch kostimulatorische
Signaldomanen im CAR-Rezeptor, die zu einer langanhaltenden Zytotoxizitat der CAR-T-
Zellen fuhren. Ein kostimulatorisches Signal kann z.B. auch durch CD28-Antikorper erreicht
werden, wodurch die Proliferation und Zytotoxizitat verstarkt werden kann.??” Nachdem der
erste CD28 mAb TGN1412 als Superagonist eine unkontrollierte T-Zell-Aktivierung mit
einer massiver Ausschittung von Zytokinen wie [L-2 ausloste, und zu einem
lebensbedrohlichen CRS fihrte, wurde die CD28-Kostimulation in klinischen Studien
vorerst eingestellt.??® Mit dem verbessertem Verstandnis von CD28 und erhdhten
Sicherheitsstandards in der praklinischen und klinischen Evaluation wurden CD28 bsAb in
den letzten Jahren erneut klinisch evaluiert. Die Verwendung von TAAxCD28-Formaten bei
bsAb ermdglicht eine kontrollierte und zielzellrestringierte Kostimulation am Tumor. Derzeit
werden verschiedene TAA, darunter B7-H3, EGFR, und PSMA mit CD28 in klinischen
Studien evaluiert (NCT06085664, NCT05585034, NCT04626635). Vorlaufige Ergebnisse
deuten darauf hin, dass der EGFRxCD28 in Kombination mit dem PD-1 Antikérper eine

gute Vertraglichkeit und verbesserte Ansprechraten beim Kolonkarzinom aufweist.??°

Vergleicht man die drei in dieser Arbeit diskutierten Therapiestrategien, so zeigen sich die

wesentlichen Unterschiede vor allem in ihrer Eignung fur spezifische Tumorarten. Bei
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hamatologischen Erkrankungen zeigen Immuntherapien generell eine hohe Effizienz,
wahrend solide Tumoren damit deutlich schlechter zu behandeln sind. Die Infiltration
hamatologischer Tumoren mit Effektorzellen ist wesentlich einfacher, als bei TNBC oder
Sarkomen. Ein wesentliches Risiko bei der Anwendung von antikérperbasierten
Immuntherapien ist die mdgliche Reduktion oder sogar der vollstandige Verlust der TAA-
Expression. Dieses Phanomen wird als Immunoediting bezeichnet: Immuntherapien iben
einen kontinuierlichen Selektionsdruck auf den Tumor aus, wodurch sich sein Antigenprofil
im Verlauf der Behandlung verandert. Dadurch reichern sich Tumorzellen mit
resistenzférdernden Mutationen an, die dem therapeutischen Druck standhalten kénnen.
Dies fuhrt dazu, dass die verbleibenden Tumorzellen nicht mehr effektiv erkannt und
eliminiert werden koénnen.z% 2! Daher ist die simultane Kombination von ADCC-
induzierenden mAb wie Rituximab mit TKls wie ASCI oder IMA bei der ALL, sowie
NKG2DxCD3/CD16 BFPs mit Paclitaxel beim TNBC ein vielversprechender
Therapieansatz gegenuber der Monotherapie von Sarkomen mit CC-3. Eine einzelne
Mutation oder veranderte TAA-Expression reicht in der Kombinationstherapie nicht mehr
aus, um den erhohten Selektionsdruck zu umgehen.'®’

Die Kombination von BFPs mit Paclitaxel unterscheidet sich konzeptionell von den beiden
anderen Therapieansatzen. Paclitaxel induziert die Apoptose des Tumors und erhdht die
Expression der NKG2DL-Familie. Dadurch sinkt die Wahrscheinlichkeit einer
Immunevasion durch eine verminderte NKG2D-Liganden-Expression. Darlber hinaus
stimulieren die BFPs neben den NK-Zellen auch die T-Zellen als Effektorzellen, wodurch
eine starkere zytotoxische Wirkung erzielt wird, als dies mit mAbs allein mdglich ware. Die
geringe Affinitdt und die zu erwartende kurze Serumhalbwertszeit der BFPs erschweren
jedoch die klinische Anwendung, so dass weitere Optimierungen der Konstrukte notwendig
sind, um sie therapeutisch einsetzen zu kénnen.

Der bsAb CC-3 wurde in dieser Arbeit als Monotherapie gegen Sarkome evaluiert. Anstelle
von Kombinationstherapeutika bietet dieser Therapieansatz die Mdglichkeit, neben dem
Tumor auch die den Tumor umgebende Neovaskulatur zu schadigen.?'® Durch den
entstehenden Nahrstoffmangel wird das Tumorwachstum eingeschrankt und die
geschadigte GefaBwand soll die Infiltration des Tumors mit proinflammatorischen
Immunzellen erhéhen. Dies stellt insbesondere bei schwer infiltrierbaren soliden Tumoren
wie den Sarkomen einen vielversprechenden immuntherapeutischen Ansatz dar. Dartuber
hinaus ist CC-3 mit seiner ausgepragten Zytotoxizitat von T-Zell-Zytotoxizitat vermutlich
potenter, als die durch Rituximab oder NKG2DxCD16 FP induzierte ADCC von NK-Zellen.
Im Vergleich zu NKG2DxCD3 FP besitzt CC-3, neben einer hdheren Affinitdt zum TAA,

einen weniger affinen Anti-CD3-Klon. Dies flhrt zu einer vermehrten Bildung der
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bevorzugten EMC und CMC T-Zellen, da diese re-stimulierbar sind und stark proliferieren
kénnen.1%”

Zusammenfassend lasst sich aus den drei durchgefiuhrten Arbeiten sagen, dass der Einsatz
von Asciminib und Rituximab in der ALL-Therapie klinisch noch abschlielend evaluiert
werden muss, aber eine sinnvolle Erganzung fir die Therapie der BCR::ABL1-positiven
ALL zu sein scheint. Die NKG2D BFP bedurfen weiterer Optimierung, bevor sie in in vivo
Modellen getestet werden koénnen, stellen aber eine interessante und auch breit
anwendbare Option fir viele Tumorarten dar. Die praklinischen Daten des bsAb CC-3
gegen Sarkome sind dagegen sehr vielversprechend, und aufgrund der bereits
vorhandenen Expertise werden weitere Optionen derzeit in eigenen klinischen Studien

evaluiert.
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ADC Antikérper Drug Konjugat

ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity
ADCP Antibody dependent cellular phagocytosis
ALL Akute lymphatische Leukamie

APC Antigen presenting cells

Asci Asciminib

B7-H3 B7-Homolog-3

BCR B cell receptor

BCR::ABL1 Philadelphia Chromosomen Translokation
BFP Bispezifisches NKG2D Fusionsprotein
Bosu Bosutinib

bsAb Bispecific Antibody

CH konstante schwere Kette

CL Konstante leichte Kette

CAR Chimeric antigen receptor

CD4~ T-Helferzellen

CD8* Zytotoxische T-Zelle

CDC Complement dependent cytotoxicity
CMC Zentralen Gedachtniszellen

CTLA4 Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4
CRS Cytokine Release Syndrome

DART Dual affinity re-targeting

Dasa Dasatinib

DC Dendritische Zellen

EMA Europaische Arzneimittelbehorde

EMC Effektor Gedachtniszellen

EpCAM Epithelial cell adhesion molecule

Fab Fragment antigen binding

Fc Fragment crystallizable

FcyR Fcy-Rezeptor

FcyRllla Fcy-Rezeptor llla

FcRn Fc-Rezeptor neonatal

FDA Food and Drug Administration

FP Fusionsprotein

gp100 Glykoprotein 100
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Her2
ICI
IFNy

g

IMA
ITAM
KIR
MAC
MHC-
MICA/MICB
MRD
Nilo
NKG2D
NKG2DL
NK-Zellen
PAMP
PBMC
PD-1
Peak
Pona
PRR
scFv
SCM
STAMP
TAM
TCR
TIL
TKI
TLR
TME
TNBC
TNF
Trop2
TRAIL
TAA
TSA
ULBP

Human epidermal growth factor receptor 2
Immune-Checkpoint-Inhibitoren
Interferon-y

Immunglobuline

Imatinib

Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
Killer cell immunoglobulin-like receptors
Membranangriffskomplex

Major histocompability complex class |
MHC class | chain-related A and B
Minimal residual disease

Nilotinib

Natural killer group 2, member D
NKG2D-Liganden

Natdrliche Killerzellen

Pattern associated membrane proteins
Peripheral blood mononuclear cells
Programmed cell death protein 1
Plasma-Peak-Konzentration

Ponatinib

Pattern recognition receptors

single chain fragment variable
Stammzell-Gedachtniszellen

Selective allosteric ABL myristoyl pocket
Tumorassoziierte Makrophagen

T cell receptor

Tumor infiltrating lymphocytes
Tyrosinkinase-Inhibitor

Toll-like receptors

Tumor microenvironment

Triple negative breast cancer

Tumor necrosis factor
Tumor-associated calcium signal transducer 2
TNF-related apoptosis-inducing ligand
Tumor assoziiertes Antigen

Tumor spezifisches Antigen

UL-16 binding protein
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VH Variable schwere Kette
Vi Variable leichte Kette
VEGF2 Vascular endothelial growth factor 2

8 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Aufbau eines 1IgG1 ANtIKOIPErS .........coovviiiiiiiiiiiiiieee 12
Abbildung 2: Bispezifische Antikdrper und Fusionsproteine..........ccccccceeiviiiiiiiiiiicieee e, 18
Abbildung 3: FUSIONSPIOIEINE ......cceiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 20


file://///ukt.ad.local/ukt/IM/AGSalih/Samuel/Privat/Doktorarbeit/3)%20Manuskript/Dissertation_Holzmayer_nach_Turnitin.docx%23_Toc182303778
file://///ukt.ad.local/ukt/IM/AGSalih/Samuel/Privat/Doktorarbeit/3)%20Manuskript/Dissertation_Holzmayer_nach_Turnitin.docx%23_Toc182303779

Eigene Publikationen 55

9 Eigene Publikationen

Kaban K, Greiner SM, Holzmayer S, Tandler C, Meyer S, Hinterleitner C, Salih HR, Marklin
M, Heitmann JS. Immunoprofiling of 4-1BB Expression Predicts Outcome in Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL). Diagnostics (Basel). 2021 Nov 4;11(11):2041.
doi: 10.3390/diagnostics11112041. PMID: 34829391; PMCID: PMC8622208.

Greiner SM, Marklin M, Holzmayer S, Kaban K, Meyer S, Hinterleitner C, Tandler C,
Hagelstein |, Jung G, Salih HR, Heitmann JS, Kauer J. ldentification of CD105 (endoglin)
as novel risk marker in CLL. Ann Hematol. 2022 Apr;101(4):773-780. doi: 10.1007/s00277-
022-04756-4. Epub 2022 Jan 19. PMID: 35044512; PMCID: PMC8913466.

Ho JNHG, Schmidt D, Lowinus T, Ryoo J, Dopfer EP, Gonzalo Nufiez N, Costa-Pereira S,
Toffalori C, Punta M, Fetsch V, Wertheimer T, Rittmann MC, Braun LM, Follo M, Briere C,
Vinnakota JM, Langenbach M, Koppers F, Shoumariyeh K, Engel H, Rickert T, Marklin M,
Holzmayer S, lllert AL, Magon F, Andrieux G, Duquesne S, Pfeifer D, Staniek J, Rizzi M,
Miething C, Kohler N, Duyster J, Menssen HD, Boerries M, Buescher JM, Cabezas-
Wallscheid N, Blazar BR, Apostolova P, Vago L, Pearce EL, Becher B, Zeiser R. Targeting
MDM2 enhances antileukemia immunity after allogeneic transplantation via MHC-Il and
TRAIL-R1/2 upregulation. Blood. 2022 Sep 8;140(10):1167-1181.
doi: 10.1182/blood.2022016082. PMID: 35853161; PMCID: PMC9461473.

Jonas S. Heitmann, Claudia Tandler, Maddalena Marconato, Annika Nelde, Timorshah
Habibzada, Susanne M. Rittig, Christian M. Tegeler, Yacine Maringer, Simon U.
Jaeger, Monika Denk, Marion Richter, Melek T. Oezbek, Jens Bauer, Jonas Rieth, Marcel
Wacker, Sarah M. Schroeder, Naomi Hoenisch Gravel, Jonas Scheid, Melanie
Marklin, Annika  Henrich, Boris  Klimovich, Kim L. Clar, Martina  Lutz, Samuel
Holzmayer, Sebastian Horber, Andreas Peter, Christoph Meisner, Imma Fischer, Markus
W. Loffler, Caroline Anna Peuker, Stefan Habringer, Thorsten O. Goetze, Elke
Jager, Hans-Georg Rammensee, Helmut R. Salih & Juliane S. Walz Phase /1l trial of a
peptide-based COVID-19 T-cell activator in patients with B-cell deficiency. Nat Commun 14,
5032 (2023).

Kaidun P *, Holzmayer SJ *, Greiner SM, Seller A, Tegeler CM, Hagelstein |, Mauermann
J, Engler T, Koch A, Hartkopf AD, Salih HR, Marklin M. Targeting NKG2DL with Bispecific
NKG2DXCD16 and NKG2DXCD3 Fusion Proteins on Triple-Negative Breast Cancer. Int J


https://www.nature.com/articles/s41467-023-40758-0#auth-Simon_U_-Jaeger-Aff1-Aff9-Aff10
https://www.nature.com/articles/s41467-023-40758-0#auth-Simon_U_-Jaeger-Aff1-Aff9-Aff10

56 Eigene Publikationen

Mol Sci. 2023 Aug 24;24(17):13156. doi: 10.3390/ijms241713156. PMID: 37685962;
PMCID: PMC10487695. * gleicher Anteil

Holzmayer SJ *, Kauer J *, Mauermann J, Roider T, Marklin M. Asciminib Maintains
Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity against Leukemic Blasts. Cancers (Basel). 2024
Mar 26;16(7):1288. doi: 10.3390/cancers16071288. PMID: 38610966; PMCID:
PMC11010908. * gleicher Anteil

Stefanczyk SA, Hagelstein |, Lutz MS, Muller S, Holzmayer SJ, Jarjour G, Zekri L,
Heitmann JS, Salih HR, Marklin M. Induction of NK cell reactivity against acute myeloid
leukemia by Fc-optimized CD276 (B7-H3) antibody. Blood Cancer J. 2024 Apr 18;14(1):67.
doi: 10.1038/s41408-024-01050-6. PMID: 38637557; PMCID: PMC11026476.

Holzmayer SJ, Liebel K, Hagelstein I, Salih HR, Marklin M. The bispecific B7TH3xCD3
antibody CC-3 induces T cell immunity against bone and soft tissue sarcomas. Front
Immunol. 2024 May 3;15:1391954. doi: 10.3389/fimmu.2024.1391954. PMID: 38765008;
PMCID: PMC11099233.



Eigenanteil 57

10 Eigenanteil

Die Arbeiten, die zu den drei Publikationen in dieser Doktorarbeit gefiihrt haben, wurden
nicht bzw. nicht ausschlie8lich von mir selbst durchgefiihrt. Die Beitrage von mir und den
anderen Autoren sind im Folgenden gemal® den CRediT-Beitragstaxonomierichtlinien

aufgeflhrt.

Kaidun P *, Holzmayer SJ *, Greiner SM, Seller A, Tegeler CM, Hagelstein I, Mauermann
J, Engler T, Koch A, Hartkopf AD, Salih HR, Marklin M. Targeting NKG2DL with Bispecific
NKG2DXCD16 and NKG2DXCD3 Fusion Proteins on Triple-Negative Breast Cancer. Int J
Mol Sci. 2023 Aug 24;24(17):13156. doi: 10.3390/ijms241713156. PMID: 37685962;
PMCID: PMC10487695. * gleicher Anteil

Konzeptualisierung: Melanie Marklin, Helmut R Salih

Projektleitung: Melanie Marklin

Supervision: Melanie Marklin, Helmut R Salih

Methodologie: Samuel J Holzmayer, Polina Kaidun

Durchfiihrung der Forschungs- und Untersuchungsprozesse: Samuel J Holzmayer, Polina
Kaidun

Formelle Analyse: Samuel J Holzmayer, Polina Kaidun

Datenkuratierung: Samuel J Holzmayer, Polina Kaidun

Visualisierung: Samuel J Holzmayer, Polina Kaidun

Schreiben — Erstellung des Originalentwurfs: Polina Kaidun, Samuel Holzmayer, Melanie
Marklin, Helmut R Salih

Schreiben — Revision und Editieren: Samuel J Holzmayer, Polina Kaidun

Melanie Marklin, Helmut R Salih

Ressourcen: llona Hagelstein, Jonas Mauermann, Sarah M Greiner, Anna Sellar, Christain
M Tegeler, Tobias Engler, André Koch, Andreas D Hartkopf

Akquisition von Fordermitteln: Melanie Marklin, Helmut R Salih

Holzmayer SJ *, Kauer J *, Mauermann J, Roider T, Marklin M. Asciminib Maintains
Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity against Leukemic Blasts. Cancers (Basel). 2024
Mar 26;16(7):1288. doi: 10.3390/cancers16071288. PMID: 38610966; PMCID:
PMC11010908. * gleicher Anteil

Konzeptualisierung: Samuel J Holzmayer, Joseph Kauer, Melanie Marklin

Projektleitung: Melanie Marklin



58 Eigenanteil

Supervision: Melanie Marklin

Methodologie: Samuel J Holzmayer, Joseph Kauer

Durchfiihrung der Forschungs- und Untersuchungsprozesse: Samuel Holzmayer, Jonas
Mauermann, Melanie Marklin, Joseph Kauer

Formelle Analyse: Samuel J Holzmayer, Joseph Kauer, Jonas Mauermann, Tobias Roider
Datenkuratierung: Samuel J Holzmayer, Melanie Marklin

Visualisierung: Samuel J Holzmayer, Tobias Roider, Joseph Kauer

Schreiben — Erstellung des Originalentwurfs: Joseph Kauer

Schreiben — Revision und Editieren: Melanie Marklin, Joseph Kauer, Samuel J Holzmayer,
Tobias Roider

Ressourcen: Melanie Marklin

Akquisition von Férdermitteln: Melanie Marklin

Holzmayer SJ, Liebel K, Hagelstein I, Salih HR, Marklin M. The bispecific B7TH3xCD3
antibody CC-3 induces T cell immunity against bone and soft tissue sarcomas. Front
Immunol. 2024 May 3;15:1391954. doi: 10.3389/fimmu.2024.1391954. PMID: 38765008;
PMCID: PMC11099233.

Konzeptualisierung: Samuel J Holzmayer, Melanie Marklin, Helmut R Salih
Projektleitung: Melanie Marklin

Supervision: Melanie Marklin, Helmut R Salih

Methodologie: llona Hagelstein

Software: Samuel J Holzmayer

Durchfihrung der Forschungs- und Untersuchungsprozesse: Samuel J Holzmayer, Kai
Liebel

Formelle Analyse: Samuel J Holzmayer

Datenkuratierung: Samuel J Holzmayer, Kai Liebel

Visualisierung: Samuel J Holzmayer, Kai Liebel

Schreiben — Erstellung des Originalentwurfs: Samuel Holzmayer, Melanie Markliln
Schreiben — Revision und Editieren: Samuel Holzmayer, Melanie Marklin, Helmut R Salih
Ressourcen: llona Hagelstein, Melanie Marklin

Akquisition von Fordermitteln: Melanie Marklin, Helmut R Salih



Anhang 59

11 Anhang

Die drei Forschungsartikel auf denen diese Doktorarbeit basiert, sind im Anhang beigefiigt.

Publikation 1 (13 Seiten Hauptartikel und 5 Seiten Zusatzliches Material)

Holzmayer SJ *, Kauer J *, Mauermann J, Roider T, Marklin M. Asciminib Maintains
Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity against Leukemic Blasts. Cancers (Basel). 2024
Mar 26;16(7):1288. doi: 10.3390/cancers16071288. PMID: 38610966; PMCID:
PMC11010908. * gleicher Anteil

Publikation 2 (15 Seiten Hauptartikel und 5 Seiten Zusatzliches Material)

Kaidun P *, Holzmayer SJ *, Greiner SM, Seller A, Tegeler CM, Hagelstein |, Mauermann
J, Engler T, Koch A, Hartkopf AD, Salih HR, Marklin M. Targeting NKG2DL with Bispecific
NKG2DXCD16 and NKG2DXCD3 Fusion Proteins on Triple-Negative Breast Cancer. Int J
Mol Sci. 2023 Aug 24;24(17):13156. doi: 10.3390/ijms241713156. PMID: 37685962;
PMCID: PMC10487695. * gleicher Anteil

Publikation 3 (10 Seiten Hauptartikel und 4 Seiten Zusatzliches Material)

Holzmayer SJ, Liebel K, Hagelstein I, Salih HR, Marklin M. The bispecific B7TH3xCD3
antibody CC-3 induces T cell immunity against bone and soft tissue sarcomas. Front
Immunol. 2024 May 3;15:1391954. doi: 10.3389/fimmu.2024.1391954. PMID: 38765008;
PMCID: PMC11099233.



cancers

Article

Asciminib Maintains Antibody-Dependent Cellular
Cytotoxicity against Leukemic Blasts

Samuel J. Holzmayer />

and Melanie Mirklin 1-2#

check for
updates

Citation: Holzmayer, S.J.; Kauer, J.;
Mauermann, J.; Roider, T.; Mérklin,
M. Asciminib Maintains
Antibody-Dependent Cellular
Cytotoxicity against Leukemic Blasts.
Cancers 2024, 16, 1288. https://
doi.org/10.3390/ cancers16071288

Academic Editors: Harinder Gill,
Naveen Pemmaraju, Hsin-An Hou
and Melissa Gaik Ming Ooi

Received: 19 February 2024
Revised: 19 March 2024
Accepted: 23 March 2024
Published: 26 March 2024

Copyright: © 2024 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

, Joseph Kauer

13,4540 Jonas Mauermann 12, Tobias Roider °

Clinical Collaboration Unit Translational Immunology, German Cancer Consortium (DKTK), Department of
Internal Medicine, University Hospital Tiibingen, 72076 Tiibingen, Germany;
samuel.holzmayer@med.uni-tuebingen.de (S.J.H.)

2 Cluster of Excellence iFIT (EXC 2180), Image-Guided and Functionally Instructed Tumor Therapies, Eberhard
Karls University, 72076 Tiibingen, Germany

Interfaculty Institute for Cell Biology, Department of Immunology, University of Tiibingen, German Cancer
Consortium (DKTK) and German Cancer Research Center (DKFZ), Partner Site Tiibingen,

72076 Tiibingen, Germany

Department of Hematology, Oncology and Rheumatology, University Hospital Heidelberg,

69117 Heidelberg, Germany; tobias.roider@med.uni-heidelberg.de

European Molecular Biology Laboratory (EMBL), 69116 Heidelberg, Germany

Correspondence: melanie.maerklin@med.uni-tuebingen.de; Tel.: +49-7071290

These authors contributed equally to this work.

Simple Summary: Acute lymphoblastic leukemia is a malignant disease which is commonly treated
with various chemotherapeutic drugs. Novel therapeutic options are gaining interest, most of them
involving therapeutic antibodies. In a high-risk genetic subset called BCR-ABL1 positive acute
lymphoblastic leukemia, tyrosine kinase inhibitors are successfully used. Tyrosine kinase inhibitors
combine well with chemotherapy but might interfere with antibody therapy. The effects of tyrosine
kinase inhibitors on antibody dependent cellular cytotoxicity are not fully understood. We therefore
tested a novel inhibitor called asciminib that is tested in acute lymphoblastic leukemia and assessed
its influence on immune cell activation by antibodies. We found that asciminib, in contrast to other
agents such as dasatinib, does not interfere with antibody therapy and should therefore be tested in
clinical trials for patients with acute lymphoblastic leukemia.

Abstract: B cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is characterized by an accumulation of
malignant precursor cells. Treatment consists of multiagent chemotherapy followed by allogeneic
stem cell transplantation in high-risk patients. In addition, patients bearing the BCR-ABL1 fusion
gene receive concomitant tyrosine kinase inhibitor (TKI) therapy. On the other hand, monoclonal
antibody therapy is increasingly used in both clinical trials and real-world settings. The introduction
of rituximab has improved the outcomes in CD20 positive cases. Other monoclonal antibodies, such
as tafasitamab (anti-CD19), obinutuzumab (anti-CD20) and epratuzumab (anti-CD22) have been
tested in trials (NCT05366218, NCT04920968, NCT00098839). The efficacy of monoclonal antibodies
is based, at least in part, on their ability to induce antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC).
Combination treatments, e.g., chemotherapy and TKI, should therefore be screened for potential
interference with ADCC. Here, we report on in vitro data using BCR-ABL1 positive and negative
B-ALL cell lines treated with rituximab and TKI. NK cell activation, proliferation, degranulation,
cytokine release and tumor cell lysis were analyzed. In contrast to ATP site inhibitors such as dasatinib
and ponatinib, the novel first-in-class selective allosteric ABL myristoyl pocket (STAMP) inhibitor
asciminib did not significantly impact ADCC in our settings. Our results suggest that asciminib
should be considered in clinical trials.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia; ber-abl; asciminib; monoclonal antibodies; TKI
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1. Introduction

B cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is a malignancy characterized by the
proliferation of transformed precursor B cells. A genetic subgroup indicating high-risk
disease is defined by BCR-ABL1-fusion-gene-positive patients [1,2]. Such patients are
treated with multi-agent chemotherapy combined with tyrosine kinase inhibitors (TKI)
and consolidated with allogeneic stem cell transplantation [3-6]. The introduction of TKI
has improved 5-year overall survival to 70-80% [4,6], compared to 30—40% in the pre-TKI
era [7]. However, novel protocols reduce chemotherapy burden by utilizing bispecific or
monospecific antibodies thus aiming at an immunotherapeutic effect [8-11]. One such strat-
egy is the use of monospecific antibodies that elicit antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) via their Fc region. Rituximab improves outcomes in CD20-positive cases [12,13].
Different antibodies, such as tafasitamab (anti-CD19) [14], isatuximab (anti-CD38) [15],
epratuzumab (anti-CD22) [16] and obinutuzumab (anti-CD20), have been tested in clinical
trials (NCT05366218, NCT04920968, NCT00098839). If proven effective in B-ALL, they
might also be used in combination with TKI in BCR-ABL1-positive cases. However, TKI
used concomitantly may interfere with ADCC [17,18]. Therefore, a combinatorial regimen
should be tested for potential interference with the desired immunotherapeutic effects.
Here, we focused on currently available TKI for BCR-ABL1-positive ALL, including bosu-
tinib, imatinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib and the novel first-in-class selective allosteric
ABL myristoyl pocket (STAMP) inhibitor asciminib, which is currently being tested for
BCR-ABL1-positive ALL, but not yet approved [19]. We characterize the effect of each TKI
on NK cell activity by measuring activation, degranulation, proliferation, cytokine release
and tumor cell killing. Our results support the inclusion of asciminib in clinical trials for
BCR-ABL1-positive ALL patients due to its non-interference with immunotherapy.

2. Materials and Methods
2.1. Peripheral Blood Mononuclear Cells and Cell Lines

All experiments were performed according to the Helsinki protocol and approved by
the Ethics Committee of the University of Ttibingen (vote: 13/2007V). Informed consent
was obtained from all enrolled participants. Peripheral blood samples were collected from
healthy donors, and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated using
density gradient centrifugation with Biocoll Cell Separation Solution (Biochrom, Berlin,
Germany). The B-ALL cell lines Nalm-6, Nalm-16, SD-1 and TOM-1 were obtained from
the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Ger-
many) and routinely screened for mycoplasma contamination. PBMCs and cell lines were
cultured in RPMI 1640 medium, GlutaMAX Supplement (Life Technologies, Darmstadt,
Germany) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (PAN-biotech, Aiden-
bach, Germany), 100 U/mL penicillin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 100 pg/mL
streptomycin (Sigma-Aldrich), at 37 °C with 5% CO,.

2.2. Tyrosine Kinase Inhibitors (TKI)

Asciminib, (ASCI), bosutinib (BOSU), dasatinib (DASA), imatinib (IMA), nilotinib
(NILO) and ponatinib (PONA) were obtained from Selleckchem (Cologne, Germany). The
TKI were dissolved in DMSO and stored at —80 °C. Stock concentrations were 5 mM
for ASCI, BOSU, DASA and PONA, and 10 mM for IMA and NILO. Peak and IC50
concentrations were chosen based on clinical studies which reported serum levels in patient
samples. Peak levels as well as steady-state concentrations (from here on: IC50) were based
on these data [20-27]. The concentrations were chosen as follows: ASCI 806 nM (peak)
and 28 nM (IC50); BOSU 600 nM (peak) and 2.4 nM (IC50); DASA 150 nM (peak) and
10 nM (IC50); IMA 3000 nM (peak) and 600 nM (IC50); NILO 3000 nM (peak) and 30 nM
(IC50); PONA 145 nM (peak) and 70 nM (IC50). DMSO was included as a control in all
experiments at a maximum concentration of 0.1% v/v in NILO peak samples.
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2.3. Flow Cytometry

Antibodies including CD3-FITC (clone OKT?3; 1:150, BioLegend, San Diego, CA, USA),
CD56 PE/Cy7 (clone NCAM1; 1:50, BioLegend), CD69-PE (clone FN50; 1:60, BD Bio-
sciences, Heidelberg, Germany), CD107a-PE (clone H4A3; 1:25, BD Biosciences) and the
corresponding isotype controls were obtained from BioLegend. 7-AAD (BioLegend) stain-
ing (1:200) or LIVE/DEAD™ Fixable Violet (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) were used to identify non-viable cells within flow cytometric samples. For flow
cytometric assays, 30,000 target cells were incubated in 96-well plates with 65,000 PBMCs,
Rituximab at 2.5 pg/mL and various tyrosine kinase inhibitors at the indicated concentra-
tions. After 4 and 24 h, flow cytometric analyses were performed to determine CD107a
and CD69 expression, respectively. NK cells were identified as CD56+ CD3+, activated
subsets as CD69+. CD107a expression indicated degranulation. Detailed gating strategies
are provided in Supplementary Figure S1. All samples were analyzed using the BD FACS
Canto II or BD FACS Fortessa II (BD Biosciences, Heidelberg, Germany). Data analysis was
performed using FlowJo V10 software (BD Bioscience).

2.4. Cytotoxicity Assays

Lysis of cell lines by allogeneic PBMC was analyzed using a 2 h BATDA Europium
assay as previously described. Long-term cytotoxicity analyses were performed using the
IncuCyte® S3 Live Cell Analysis System (Essenbioscience, Sartorius, Gottingen, Germany).
B-ALL cells were labeled with Incucyte® Nuclight Rapid Red Dye (Sartorius, Germany,
Gottingen) seeded in 96-well plates and cocultured with PBMC from healthy donors (E:T
ratio 20:1) with or without the indicated mAbs (2.5 pg/mL each). To determine the amount
of red labeled B-ALL cells, images were taken at 10x magnification every 4 h for 120 h.
Quantification of viable cells was performed through normalization to the corresponding
measurement at seed. The number of cells at seed was set to 100%.

2.5. Legendplex Cytokine Arrays

Legendplex cytokine arrays (BioLegend) for the measurement of granzyme A, perforin,
sFasL, TNF, IL 2, IFNvy, IL 6 and IL 10 using Legendplex assays were performed with
supernatants from 24 h co-culture experiments of B-ALL cells with PBMC from healthy
donors (E:T ratio 5:1) according to the manufacturer’s protocol.

2.6. Statistical Analysis

Data are presented as bar graphs with means superimposed by dot plots or box plots
with min/max whiskers and dot plots for individual values. ANOVA tests with Bonferroni
correction were used for group comparisons. Statistical analyses were performed using
Prism 8.1.0 (GraphPad Software, Boston, MA, USA), R 4.3.1 and SPSS 29 (IBM, Armonk,
NY, USA) software. p-values < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

Various in vitro assays were performed to elucidate the effect of different TKI on NK
cell activation, degranulation, proliferation and NK-mediated tumor cell lysis.

3.1. NK Cell Activation in the Presence of TKI

To evaluate NK cell activation in the presence of TKI, flow cytometry-based assays
were performed with PBMC from healthy donors (1 = 7) (Figure 1). All experiments
were performed using two bcr-abl negative cell lines (Nalm-6, Nalm-16) and two bcr-abl
positive cell lines (SD-1, TOM-1). In Nalm-6, DASA resulted in a significantly lower CD69
expression (10.3% vs. 45.7%, p = 0.045) (Figure 1B). Similarly, DASA reduced CD69 in
Nalm-16 to 16.1% compared to the control (58.4%, p = 0.032) (Figure 1C). In SD-1 cells, the
effects of DASA were comparable, showing 20.2% activated NK cells vs. 70.3% in control
wells (p = 0.018) (Figure 1D). A similar trend was observed in TOM-1 cells (19.2% vs. 68.5%),
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which did not reach significance (p = 0.073) (Figure 1E). None of the other TKI induced
significant differences compared to the control group.
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Figure 1. NK cell activation in the presence of TKI. ALL cell lines were cultured for 24 h together
with PBMCs (1 = 7) and Rituximab +/— different TKI (Asciminib, Bosutinib, Dasatinib, Imatinib,
Nilotinib, Ponatinib). CD69 expression as activation marker was measured using flow cytometry.
(A) Exemplary gating strategy: Singlets-live cells-lymphocytes-CD56+CD3- NK cells-CD56+CD69+
activated subsets. The following cell lines were used: (B) BCR-ABL1-negative Nalm-6. (C) BCR-ABL1
negative Nalm-16. (D) BCR-ABLI1 positive SD-1. (E) BCR-ABL1-positive TOM-1. Boxplots with
Tukey whiskers. ANOVA with Bonferroni correction.

3.2. NK Cell Proliferation and TKI

Next, NK cell proliferation was measured using flow cytometry after 24 h stimulation
with B-ALL cells with rituximab with or without TKI. No significant reduction of absolute
NK cell numbers was observed with either TKI (Figure 2A-D). Additionally, cytokine



Cancers 2024, 16, 1288

50f13

secretion by NK cells was measured using LEGENDplex assays after 24 h stimulation
with rituximab (Figure 2E). NILO at peak levels reduced IL-10 (2.0 versus 16.5 pg/mL,
p = 0.014) and IL-2 secretion (2.0 vs. 16.5 pg/mL, p = 0.014) as well as TNF production (10.0
vs. 145.0 pg/mL, p = 0.014). PONA inhibited sFASL secretion at both IC50 and peak levels
(3.77 and 3.48 vs. 17.5 pg/mL, respectively; p = 0.014). Addition of DASA at peak levels
significantly decreased sFASL secretion (0.73 vs. 17.5 pg/mL, p = 0.013). The latter findings
suggest an inhibitory effect of SRC-ABL TKI on sFASL-mediated cell death.
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Figure 2. NK cell proliferation and cytokine release in the presence of TKL. ALL cell lines were
cultured for 24 h together with PBMCs (1 = 6) and Rituximab +/ — different TKI (Asciminib, Bosutinib,
Dasatinib, Imatinib, Nilotinib, Ponatinib). Absolute NK cell counts were measured using flow
cytometry. The following cell lines were used: (A) BCR-ABL1-negative Nalm-6. (B) BCR-ABL1
negative Nalm-16. (C) BCR-ABL1 positive SD-1. (D) BCR-ABL1-positive TOM-1. Bar graphs
(mean) with individual values. (E) After 24 h, supernatants from the abovementioned experiments
(n =4 PBMC donors) were analyzed using a LEGENDplex assay. IFNy, IL-2, IL-6, IL10, sFASL and
TNF levels were measured. Results obtained with the TOM-1 cell line are shown. ANOVA with
Bonferroni correction.
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3.3. NK Cell Degranulation and TKI

To evaluate the influence of TKI on NK cell degranulation and effector molecule
secretion, CD107a levels were measured using flow cytometry after 24 h stimulation with
rituximab. The gating strategy is shown in Supplementary Figure S1. No significant
reduction in CD107a expression was observed with either TKI (Figure 3A-D). To validate
these findings, LEGENDplex cytokine arrays were performed using supernatants from the
abovementioned assays. Consistent with the preserved CD107a expression, secretion of
granzyme A and perforin was not affected by either TKI (Figure 3E).
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Figure 3. NK cell degranulation in the presence of TKI. ALL cell lines were cultured for 24 h
together with PBMCs (1 = 7) and Rituximab +/— different TKI (Asciminib, Bosutinib, Dasatinib,
Imatinib, Nilotinib, Ponatinib). CD107a expression as degranulation marker was measured using
flow cytometry. The following cell lines were used: (A) BCR-ABL1-negative Nalm-6. (B) BCR-ABL1-
negative Nalm-16. (C) BCR-ABL1 positive SD-1. (D) BCR-ABL1-positive TOM-1. Boxplots with
Tukey whiskers. (E) After 24 h, supernatants from the abovementioned experiments (n = 4 PBMC
donors) were analyzed using a LEGENDplex assay. Granzyme A and perforin levels were measured.

3.4. Short-Term Lysis of Tumor Cells

Short-term lysis of B-ALL cells by NK cells was assessed using europium kill assays
(Figure 4). ASCI moderately inhibited tumor cell lysis in one out of four cell lines (Nalm-16,
p = 0.008). Similarly, BOSU decreased tumor cell killing at peak levels in one cell line
(TOM-1, p = 0.007). DASA dose-dependently inhibited tumor cell killing in three out of
four cell lines (Nalm-6, p < 0.001; Nalm-16 p < 0.001; SD-1 p < 0.001). A moderate decrease
in tumor cell lysis was observed with IMA only in SD-1 (p = 0.013). NILO impaired killing
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in TOM-1 (p = 0.014), whereas PONA consistently blocked tumor cell lysis in all cell lines
(p = 0.022 in TOM-1, p < 0.001 in other cell lines).
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Figure 4. Short-term lysis of ALL cells by NK cells in the presence of TKI. Europium-loaded ALL cell
lines were cultured for 4 h together with PBMCs (1 = 3) and Rituximab +/— different TKI (Asciminib,
Bosutinib, Dasatinib, Imatinib, Nilotinib, Ponatinib) at effector:target (E:T) ratios of 15, 30 and 60.
Europium release was measured as a marker for tumor cell lysis. Solid lines indicate TKI at peak
values and dotted lines indicate conditions with IC50 levels. The following cell lines were used:
(A) BCR-ABL1-negative Nalm-6. (B) BCR-ABL1-negative Nalm-16. (C) BCR-ABL1-positive SD-1.
(D) BCR-ABL1-positive TOM-1. Boxplots with Tukey whiskers. ANOVA.

3.5. Long-Term Lysis in the Presence of TKI

To further investigate the long-term inhibitory effects of TKI, Incucyte live cell imaging
assays were performed for 120 h using Nalm-6 (Figure 5A) and SD-1 (Figure 5B). Exemplary
sample snapshots are shown in Supplementary Figure S2. Consistent with the short-term
results, IMA and ASCI did not inhibit long-term lysis. NILO inhibited SD-1 killing at
peak levels (p = 0.001). PONA inhibited lysis of both Nalm-6 and SD-1 at peak levels
(p = 0.001 and 0.004, respectively). BOSU inhibited killing of Nalm-6 only at peak levels
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(p = 0.010). DASA inhibited killing of Nalm-6 at both concentration levels (IC50 p = 0.003,
peak p = 0.001). In addition, DASA inhibited lysis of SD-1 at peak levels (p = 0.001). Results
for Nalm-16 cells and TOM-1 are shown in Supplementary Figure S3.
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Figure 5. Long-term lysis of ALL cells by NK cells in the presence of TKI. ALL cell lines were cultured
in an Incucyte real-time assay system for 120 h together with PBMCs (1 = 3) and Rituximab +/—
different TKI (Asciminib, Bosutinib, Dasatinib, Imatinib, Nilotinib, Ponatinib). Cell indices indicate
the presence of viable tumor cells. Solid lines indicate TKI at peak values and dotted lines indicate
conditions with IC50 levels. The following cell lines were used: (A) BCR-ABL1-negative Nalm-6.
(B) BCR-ABL1-positive SD-1. (C,D) Absolute numbers of viable tumor cells after 120 h coculture
with NK cells, rituximab +/— TKI are shown (1 = 3). Violin plots. The following cell lines are shown:
(C) Nalm-6, (D) SD-1. ANOVA with Bonferroni correction.

Finally, we investigated whether NK cell stimulation with IL-15 could help to overcome
the inhibitory effects of TKI. Interestingly, NK cell proliferation observed with IL-15 could
be additionally boosted in the presence of DASA (Supplementary Figure S4). Similar effects
were not observed with other TKL

In summary, DASA and PONA exhibited the most profound inhibitory effects on NK
cell activation, degranulation and tumor cell killing. The other TKI had little or no effect on
rituximab-mediated ADCC.
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4. Discussion

Patients carrying the BCR-ABL1 fusion gene represent a high-risk population within
the B-ALL patient cohort. Recently, chemotherapy-sparing regimens combining TKI and
immunotherapeutic agents have shown promising efficacy in these patients. However, the
interplay between immunotherapy and TKI therapy remains incompletely understood. We
report on the interference of the classical ATP site TKI and the STAMP inhibitor ASCI with
rituximab-induced ADCC.

Asciminib is currently approved in Europe for the treatment of patients with chronic
myeloid leukemia who have been treated with at least two different TKIs. Its mechanism
of action is based on binding to an allosteric site, in contrast to the ATP site TKIs. Common
side effects include bone marrow toxicity, elevated liver enzymes, diarrhea, rash, QTc
prolongation and nausea [28]. Its use may be limited in certain patients due to its weak
inhibition of CYP3A and CYP2C9 [29]. Emerging evidence suggests clinical activity of
ASCI in B-ALL. In one case report, ASCI was successfully used in combination with PONA
in a patient with relapsed BCR-ABL1-positive B-ALL [9]. A phase 1 study in 14 patients
evaluated ASCI in combination with dasatinib and prednisone for the same indication [19].
Molecular responses were observed in 78.6% of patients after three cycles. In vitro data
show that the efficacy of ASCI in NUP214-ABL1 mutated cases appears to depend on the
presence of an intact ABL1 SH3 domain [30]. In vitro data from refractory cases suggest
that combination treatment of ASCI with an ATP site TKI can restore efficacy in ATP site
mutated cases resistant to PONA [21].

Monoclonal antibody therapy with rituximab is an important component of B-ALL
therapy. CD20 expression itself is a negative prognostic marker in adult B-ALL [31] and
CD20 positivity is generally defined as CD20 expression in >20% of blasts. A recent study
suggests increased CD20 expression in BCR-ABL1 positive cases [5]. The addition of
16-18 doses of rituximab to multi-agent chemotherapy in a clinical trial by the GRAALL
group comprising 209 patients with CD20 positive B-ALL resulted in significantly pro-
longed event-free survival [12]. Rituximab plus Hyper-CVAD (fractionated cyclophos-
phamide, vincristine, doxorubicin, dexamethasone) resulted in a complete remission rate
of 95% [13]. More recent data suggest that baseline CD20 expression may not be an op-
timal selection factor for the use of rituximab, as CD20 is upregulated upon application
of steroids [32]. The same clinical trial of 586 patients applied four doses of rituximab
regardless of CD20 expression and found no survival benefit. The authors suggest that
a higher number of doses should be applied [32]. The Fc-optimized anti-CD19 antibody
tafasitamab was tested in a phase 2a clinical trial in 22 B-ALL patients. The overall response
rate was 9%, with one CR and one MRD-negative Cri [14]. These data suggest clinical
activity, but also the lack of efficacy as a single-agent therapy. Therefore, combinatorial
regimen should be evaluated.

Data on ASCI in combination with NK cell-based immunotherapy are scarce. Domka
et al. showed similar results in B-ALL cell lines and in xenografts with NSG mice and
primary patient B-ALL cells [5]. Consistent with our data, DASA and PONA inhibited NK
cell function, whereas ASCI did not. BOSU, DASA, IMA, NILO and PONA target the ATP
site of BCR-ABL and affect multiple off-target kinases with varying affinity. BOSU affects
the phosphorylation of SRC, ERK, S6 and STAT3 [33]. DASA inhibits the phosphorylation
of ERK and PI3K [17]. IMA has been reported to inhibit c-kit and PDGFR signaling [34,35].
NILO has been shown to inhibit NK cell function in part through direct toxicity [17].
PONA has been shown to inhibit PDGFR«, VEGFR2, FGFR1 and SRC [36,37]. For example,
studies have shown that blocking SRC, ERK or PI3K can reduce the cytotoxic activity of
natural killer cells [38—40]. In contrast, ASCI is reported to be a highly selective allosteric
inhibitor of BCR-ABL by blocking the myristoyl pocket. It has not shown any known
off-target effects on other kinases at relevant concentrations [41,42]. Variations in the effects
of the tested TKIs on the cytotoxic function of NK cells in the short- and long-term may
be due to differences in their targeting of off-target kinases, which may alter multiple
signaling pathways.
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There are some similarities between the TKI-related inhibition of bispecific antibody-
mediated T cell activation by blinatumomab and inhibition of ADCC. T cell proliferation
and activation is largely affected by DASA and PONA and to a lesser extent by NILO [43,44].
However, the in vitro data showing T cell inhibition stand in contrast to the high efficacy of
the regimen consisting of DASA /PONA and the bispecific CD19xCD3 antibody blinatu-
momab [10,45]. The differences between in vitro data and clinical efficacy may be due to
the short half-life of TKI and the resulting differences between in vitro dosing and in vivo
pharmacokinetics [43]. As this manuscript reports in vitro data, NK cell inhibition may not
be seen in patients to the same extent, which is a limitation of our data. Recent in vitro data
suggest that T cell activation and metabolic fitness are not affected by ASCI [46]. In contrast
to the in vitro data on T cells, the NK cell activation we observed seems to be more robust
even in the presence of an inhibitory TKI. Furthermore, certain effector molecules were not
affected by TKI, whereas T cell-derived cytokines are strongly affected by co-treatment with
TKI [43,44]. While blinatumomab has revolutionized the treatment of B-ALL, the timing of
bispecific antibody therapy and chemotherapy remains unclear. In contrast, monospecific
antibodies are easily combined with a variety of chemotherapeutic agents, but lack efficacy
as monotherapies [14].

Given the results presented here and their relevance, there is ample room for further
research. An evaluation of the relevant effects of the TKIs described here in an in vivo
model would strengthen the conclusions drawn. This would also help to clarify the effects
of other mechanisms of action induced by rituximab. For example, antigen-dependent
cellular phagocytosis by macrophages, complement-dependent cytotoxicity and effector
functions of neutrophils are not reflected in our setting, but may help to further validate
and strengthen our findings.

The interplay between TKI and immunotherapy is complex. We report that IL-15
can overcome the inhibitory effects of DASA on NK cells and that the combination may
induce further NK cell proliferation. Monoclonal antibody therapy may therefore be
combined with additional cytokine treatments. Further animal studies and clinical trials
incorporating pharmacokinetics are needed to fully evaluate the potential of combining
TKI and monoclonal antibody therapy in BCR-ABL1-positive B-ALL patients. Given the
non-interference of ASCI with ADCC, a head-to-head trial evaluating different TKI in
BCR-ABL1-positive B-ALL should be performed.

5. Conclusions

To the best of our knowledge, we here provide the first full-length report on the effects
of ASCI on NK cell-mediated ADCC in B-ALL. Our data support further preclinical and
clinical analysis of ASCI in B-ALL.
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by IL-15 in the presence of TKL
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SUPPLEMENTARY FIGURE S3 Long-term lysis of ALL cells by NK cells in the
presence of TKI. ALL cell lines were cultured in an Incucyte real-time assay system for
120 hours together with PBMC (n=3) and Rituximab +/- different TKI (Asciminib,
Bosutinib, Dasatinib, Imatinib, Nilotiib, Ponatinib). Cell indices indicate the presence of
viable tumor cells. The following cell lines were used: A BCR::ABL1-negative Nalm-16.
B BCR::ABL1-positive TOM-1. C-D Absolute numbers of viable tumor cells after 120 h
co-culture with NK cells, rituximab +/- TKI are shown. The following cell lines are
shown: C Nalm-16, D TOM-1. ANOVA with Bonferroni correction.
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Abstract: Triple-negative breast cancer (TNBC) is a particularly aggressive subtype of breast cancer
with a poor response rate to conventional systemic treatment and high relapse rates. Members of
the natural killer group 2D ligand (NKG2DL) family are expressed on cancer cells but are typically
absent from healthy tissues; thus, they are promising tumor antigens for novel immunotherapeutic
approaches. We developed bispecific fusion proteins (BFPs) consisting of the NKG2D receptor domain
targeting multiple NKG2DLs, fused to either anti-CD3 (NKG2D-CD3) or anti-CD16 (NKG2D-CD16)
Fab fragments. First, we characterized the expression of the NKG2DLs (MICA, MICB, ULBP1-4)
on TNBC cell lines and observed the highest surface expression for MICA and ULBP2. Targeting
TNBC cells with NKG2D-CD3/CD16 efficiently activated both NK and T cells, leading to their
degranulation and cytokine release and lysis of TNBC cells. Furthermore, PBMCs from TNBC
patients currently undergoing chemotherapy showed significantly higher NK and T cell activation
and tumor cell lysis when stimulated with NKG2D-CD3/CD16. In conclusions, BFPs activate and
direct the NK and T cells of healthy and TNBC patients against TNBC cells, leading to efficient
eradication of tumor cells. Therefore, NKG2D-based NK and T cell engagers could be a valuable
addition to the treatment options for TNBC patients.

Keywords: NKG2D; bispecific; fusion protein; TNBC; breast cancer; NK cell; T cell; immunotherapy

1. Introduction

Invasive breast cancer (IBC) is the most common malignancy in women worldwide [1].
The absence of estrogen receptor, progesterone receptor and human epidermal growth
receptor 2 (HER?) is classified as triple-negative breast cancer (TNBC). TNBC accounts
for up to 20% of all breast cancers, and remains one of the most difficult to cure. It also
exhibits a particularly aggressive phenotype compared to other subtypes of IBC [2,3]. TNBC
patients typically receive conventional chemotherapy [4,5], but the recent introduction
of PD1/PDL1 checkpoint inhibitors such as Pembrolizumab and Atezolizumab enhance
T-cell-mediated anti—tumor effects and improve outcomes in TNBC. However, recurrence
rates remain high, and the management of metastatic disease remains challenging [6].
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The natural killer group 2D ligand (NKG2DL) family consists of the MHC class
I-related chain (MIC) MICA and MICB and the UL16-binding proteins (ULBP) ULBP1-6.
NKG2DLs are generally absent on healthy tissues, but are induced upon cellular stress such
as malignant transformation or infection [7]. NKG2DLs are potent inducers of antitumor
immunity by activating natural killer (NK) cells and T cells after binding to the NKG2D re-
ceptor. This leads to the release of effector granules such as perforin and granzyme, thereby
inducing apoptosis of the tumor cells [8]. NKG2DL expression can be further enhanced
by treatment with various DNA-damaging chemotherapeutic agents such as doxoru-
bicin [9]. It has been reported that all TNBCs express NKG2DL [10]. Therefore, NKG2DLs
are promising tumor antigens, and there are many therapeutic approaches targeting the
NKG2DL/NKG2D axis are currently under clinical investigation. These include chimeric
antigen receptor T cells (CAR-T) or chimeric antigen receptor NK cells (CAR-NK), or an
anti-MICA /MICB monoclonal antibody, which have induced partial responses in leukemia
and multiple myeloma patients (NCT04550663, NCT05117476, NCT05117476) [11,12]. We
have previously targeted NKG2DLs with NKG2D fusion proteins, in which the extracellular
domain of the NKG2D receptor was fused to an antibody—dependent cellular cytotoxicity
(ADCCQ)-optimized Fc-IgG1 moiety. With this construct, we were able to successfully
induce NK cell reactivity and induce lysis of IBC cells [13]. In general, monoclonal anti-
bodies (mAbs) and IgG fusion proteins face two problems. First, they can only activate NK
cells as effector cells, and second, their Fc parts can also bind to inhibitory Fcy receptors,
which reduces their cytotoxic effect [14]. To overcome these hurdles, we improved the
anti-tumor activity by creating bispecific fusion proteins (BFPs) with the NKG2D receptor
domain linked to anti-CD16 or anti-CD3 Fab fragments to direct the NK cells or cytotoxic
T lymphocytes against tumor cells. The main advantage of these two constructs is, on
the one hand, that binding to inhibitory Fcy receptors is prevented by the anti-CD16 part
and, on the other hand, that T cells with higher cytotoxic potential, can be recruited by the
anti-CD3 part. These BFPs have already been shown to have potent anti-tumor effects
against soft tissue sarcomas and acute myeloid leukemia [15,16].

In this study, we evaluate the efficacy of NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 bispecific
fusion proteins (BFPs) in the treatment of TNBC. We show that the BFPs effectively direct
NK cells and T cells to the tumor cells and eliminate the TNBC cells. Furthermore, we
report that NK cells and T cells from TNBC patients currently undergoing chemotherapy
are able to efficiently eliminate TNBC tumor cells.

2. Results
2.1. Characterization of NKG2DL Expression in Triple—-Negative Breast Cancer Cells

We examined the mRNA expression of NKG2DL in eight TNBC cell lines and found
that all of them expressed at least two different ligands at varying levels (Figure 1A). MICA
showed the highest expression, while the expression of MICB and ULBP1-3 varied between
different cell lines. ULBP4 was mostly absent in all cell lines tested.

Next, we determined the surface protein expression using specific mAbs against MICA,
MICB, and ULBP1-+4 (Figure 1B). MICA and ULBP2 showed the highest surface expression
among cell lines tested, whereas ULBP4 could not be detected (Figure 1B). Six TNBC
cell lines expressed four or five different NKG2DLs (37.5% each), except HS-578T, which
expressed only two, and BT-549, which expressed three types of NKG2DLs (12.5% each)
(Figures 1C and S1A). We examined the binding of all NKG2DLs on the surface with the ex-
tracellular NKG2D receptor domain fused to the Fc-IgG1 (Figure 1D). Based on our results,
we selected BT-549, with the lowest, MDA-MB-468, with intermediate, and MDA-MB-231,
with high NKG2DL expression for further experiments (Figures 1E and S1B). To evalu-
ate the expression of NKG2DL in primary breast cancer material (n = 200), we used the
TCGA database analysis and observed predominant expression of MICA, MICB and ULBP2
(Figure 1F).
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Figure 1. Expression of NKG2DL in triple-negative breast cancer. (A) Expression of various
NKG2DL mRNAs in TNBC cell lines was measured by qRT-PCR. (B) Surface expression of the
indicated NKG2DL was stained with specific mAbs (10 ug/mL) and assessed by flow cytometry.

Open histograms show isotype control staining, and filled histograms show the staining of the

indicated NKG2DL. (C) The relative proportion of cell lines expressing the indicated amount of
different NKG2DL on the surface is shown. (D) Schematic representation of NKG2DL staining with
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the NKG2D-Fc in which the disulfide-linked homodimer of the extracellular NKG2D domain is
fused to the Fc portion of an IgG1 antibody (created with BioRender.com). (E) Binding of NKG2D to
the surface of the TNBC cell lines was assessed by staining with an Fc fusion protein (10 pg/mL).
Open histograms show isotype control staining, and filled histograms show the staining of the
indicated NKG2DL. (F) Relative expression of MICA, MICB and ULBP1-4 RNA in breast cancer
patients (n = 200), assessed using TCGA datasets (FPKM: fragments per kilobase of transcripts per
million mapped fragments).

2.2. Effector Cell Recruitment by NKG2D BFPs against TNBC Cells

We analyzed the ability of NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 to recruit NK cells and
T cells, respectively, to the TNBC cells. MDA-MB-231 and MDA-MB—468 cells were
incubated with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors in the
presence or absence of NKG2D-CD16. Immune cell recruitment to TNBC was quantified
visually by determining the number of colocalized effector and target cells per field of view
(FoV), a representative example of which is shown for MDA-MB-231 (Figure 2A,B). We
observed a significant increase in CD16" cells interacting with TNBC cells when treated
with NKG2D-CD16 (Figures 2C and S2A). A similar effect was observed for CD3* cells
when MDA-MB-231 or MDA-MB-468 cells were co-incubated with PBMCs from healthy
donors in the presence of NKG2D-CD3 (Figures 2D-F and 52B), confirming the effective
recruitment of NK cells and T cells induced by the respective BFPs.

2.3. Modulation of NK Cell and T Cell Reactivity against TNBC Cells with PBMCs from
Healthy Donors

To analyze whether our constructs were able to induce effector cell reactivity against
TNBC cells, we cocultured the PBMCs from healthy donors with BT-549, MDA-MB-231
and MDA-MB-468 cells in the presence or absence of BFPs. Application of NKG2D-CD16
or NKG2D-CD3 resulted in a significant induction of the activation marker CD69 on
NK cells and T cells (Figure 2G-J). Similarly, the increased surface expression of CD107a
confirmed that NKG2D-CD16/CD3 strongly induced the degranulation of NK cells and
T cells, respectively (Figure 3A-D). Analysis of the supernatants by Legendplex assays
showed a significant increase in IFNy, TNEF, granzyme A, perforin and granulysin secretion
after treatment with NKG2D-CD16 (Figure 3E) or NKG2D-CD3 (Figure 3F).

2.4. Induction of Target Cell Lysis by Bispecific NKG2D Fusion Proteins

We then analyzed whether activation of effector cells resulted in cytotoxicity against
tumor cells. Naturally, NK cells and T cells have different kinetics of activation and tumor
cell killing [17]. To investigate the intrinsic function of both types of effector cells, we
performed cell lysis assays with different incubation times. Europium-based short-term
cytotoxicity assays revealed the potency of both BFPs to lyse target cells after 2 h, but the
more pronounced effect was observed with NKG2D-CD16 (Figures 3G,H and S3C). At
72 h, flow cytometry-based lysis assays showed much stronger lysis with NKG2D-CD3
(Figures 31,] and S3D). The finding that the lysis ability of NKG2D-CD3 emerged after
prolonged incubation time and then surpassed the effects of NKG2D-CD16 was also
confirmed by live cell imaging over an incubation period of 120 h (Figures 3K,L and S3E).



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 13156

50f15

A B
DAPI
NKG2D-CD16
°
aCD16 =
o
(&)
©
o
Q
[a]
NKG2D )
X
Z
D E
DAPI
NKG2D-CD3
aCD3 g
=
o
(&)
[se]
[a]
Q
NKG2D o
O
N
=
G
Control NKG2D-CD16
18.6 70.8
© | =
0 - i 5
5l Ul
-
»
CD69
A Control NKG2D-CD3
3 1.96 96.3
ol -
<
o
O
7.94 ~==.885
[=e]
[a]
(6]
A
»
CcD69

a-tubulin

a-tubulin

1204 ™/
2 g 80-
0 o
~ ©
0 G 40 f I
oA
ns
1207 ™M
Q Rgo
m +
S O 407
=
0_
ns
1200 ™/
0
©o
Y 804
o,
S &
£ 8 40
S i
s O
o A
O o
o{‘x\ C:Q\
O %
o
%e
N

BT-549

MDA-MB-231

MDA-MB-468

(9]

CD16* cell interaction with breast

CD3* cell interaction with breast

J
A
. 80
&
a
O 401
oL Ll |
120-
= 80
y
[}
a
O 40-
G + T |ﬁ T
120 2
= 80
=
[2]
[To]
8 40-
L sl
O > &
& e L
[ I )
> P
S &
S S

157  —
o
= o
2 10+ °
w o
w @
©
o
8 54
=
[
[$] ®
b 9
0=
QO o
o&‘ 00\
QO A
o
)
&
154 sk
©
-3
o wo
% 104 ®
w &)
b £
] e8d 000
3 00 0
g °7 e
] °
(=] o
R
0——¥—|—
S )
& L
S
©
N

CD4

Hkk

CD8

*kok

Figure 2. Recruitment of effector cells to the TNBC cell lines and activation of NK cells and
T cells by BFPs. (A,D) Schematic illustration of BFPs with the xCD16 (blue) (A) or «CD3 (green)
(D) sFab linked with a CH2 domain of IgGl1 to the extracellular receptor domain of NKG2D (created
with BioRender.com). (B,C,E,F) TNBC tumor cells were incubated with PBMCs from a healthy donor
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(E:T ratio of 5:1) and control or NKG2D-CD16/CD3 (2.5 ug/mL) for 30 min. (B,E) Representative
images for (B) MDA-MB-231 cells treated with control or NKG2D-CD16 with CD16" cells in green
and (E) MDA-MB-468 cells treated with control or NKG2D-CD3 with CD3™ cells in green. «-Tubulin
is shown in red and DAPI (300 nM) in blue was used to counterstain the nucleus. White arrows
indicate the NK cells (B) and T cells (E) engaged with targets. (C,F) Pooled data of PBMCs from
healthy donors (n = 4) with n = 4 fields of view (FoVs) per donor (small dots for each FoV, large
dots indicate the mean per donor) incubated with NKG2D-CD16 (blue) and NKG2D-CD3 (green)
are shown. (G-J) Activation of NK cells (CD56") and T cells (CD4* and CD8*) was determined by
the expression level of CD69 after 24 h of PBMCs from healthy donors in coculture with TNBC cells
at an E:T ratio of 2.5:1 in the presence or absence of NKG2D-CD16 (blue) or NKG2D-CD3 (green)
(both 2.5 ug/mL). (G) Exemplary flow cytometry results for CD69 obtained with BT-549 cells are
shown. (H) NK cell or (I) CD4" and CD8* T cell activation with PBMCs from healthy donors (n = 3)
with the indicated TNBC cell lines are shown. (J) Combined data of the TNBC cell lines BT-549,
MDA-MB-231 and MDA-MB—-468 cocultured with PBMCs from healthy donors (n = 3). All statistical
tests were considered significant if the p-value was below 0.05 (*** p < 0.001). p-values above 0.05 are
marked as not significant (ns).

2.5. Reactivity of NK Cells and T Cells from TNBC Patients against TNBC Cells

To understand whether there are disease— and treatment-related changes in the im-
mune cell subsets of TNBC patients that could affect the treatment efficacy of our BFPs,
we compared the PBMCs from healthy donors and TNBC patients. At the time of PBMC
collection, all tested TNBC patients studied were receiving cytotoxic chemotherapy with
or without added immunotherapy. The specific details of the clinical characterization
and treatment regimens of all TNBC patients are shown in Table 1. In our TNBC co-
hort, we observed normal counts of lymphocytes, leukocytes, neutrophils, monocytes
and platelets (Figures 4A and S4A). We evaluated the distribution of the PBMC subsets,
including T cells (CD3*CD4* and CD3*CD8"), monocytes (CD14"), dendritic cells (DCs,
CD3~CD56~CD14~CD19-HLA-DR™), B cells (CD19%), NKT (CD3*CD56") and NK cells
(CD3~CD56%), by performing flow cytometric analysis. TNBC samples showed fewer CD4*
T cells but the same amount of CD8* T cells and an increase in DCs. No relevant difference
was observed for other mononuclear cells compared to healthy donors (Figure 4B). To deter-
mine whether lymphocytes from TNBC patients could be stimulated by NKG2D-CD16 and
NKG2D-CD3 in a similar manner compared to healthy donors, we used cocultures with
TNBC cells. Treatment with both NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3 significantly increased
the activation of NK cells and CD4* and CD8" T cells, as determined by flow cytometry, for
CD69 surface expression at 24 h (Figures 4C and S4B,C). In line, the detection of CD107a
upregulation confirmed the effective degranulation of NK cells and T cells after treatment
with BFPs (Figures 4D and S4D,E). Analysis of the coculture supernatants revealed a sig-
nificant increase in the release of IFNy, TNEF, granzyme A, perforin and granulysin after
treatment with both NKG2D-CD16 (Figure 4E) and NKG2D-CD3 (Figure 4F).
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Figure 3. Reactivity of healthy donor T and NK cells against TNBC cell lines in response to
NKG2D-CD16/CD3 treatment. PBMCs from healthy donors were cultured with TNBC cells at an
E:T ratio of 2.5:1 (unless otherwise noted) with controls (gray) or NKG2D-CD16 (blue) NKG2D-CD3
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(green) (both 2.5 ng/mL). (A-D) Degranulation of NK cells after the treatment with NKG2D-CD16
and T cells after the treatment with NKG2D-CD3 was determined by the expression level of CD107a
after 4 h. (A,C) Exemplary flow cytometry results for (A) NK cells and (C) T cells CD107a" ob-
tained with MDA-MB-468 cells are shown. (B,D) Combined data with the TNBC cell lines BT-549,
MDA-MB-231 and MDA-MB—468 and with PBMCs from healthy donors (n = 3) are shown. (E,F) Cy-
tokines and effector molecules released into the supernatant after treatment with (E) NKG2D-CD16
after 4 h and (F) NKG2D-CD3 after 24 h coculture of TNBC cell lines (n = 3) with PBMCs from healthy
donors (n = 2) measured by Legendplex assay. (G-L) Cytotoxicity of NKG2D-CD16/CD3 against
TNBC cell lines was evaluated. (G,H) Cell lysis determined by 2 h Europium killing assay is shown.
(G) Exemplary lysis of MDA-MB-468 with a healthy PBMCs donor at the indicated E:T ratios and
(H) cytotoxicity against the indicated TNBC cell lines by PBMCs from healthy donors (n = 3) at an
E:T ratio of 80:1 are shown. (I) Exemplary FACS data of MDA-MB—-468 with a healthy donor PBMC
and (J) lysis of the indicated TNBC cell lines determined by flow cytometry-based lysis assay (E:T
ratio of 5:1) are shown. (K,L) Cell death of TNBC cells as determined by a live cell imaging system.
Green fluorescent target cells were incubated with BFPs and PBMCs from healthy donors (n = 3) at
an E:T ratio of 5:1 for 120 h. (K) Representative images at 0 h, 72 h and 120 h at 10x magnification
and (L) data for separate TNBC cell lines and PBMCs from healthy donors (n = 3) are shown. All
statistical tests were considered significant if the p-value was less than 0.05 (* p < 0.05, *** p < 0.001).
p-values greater than 0.05 are indicated as not significant (ns).

Table 1. Clinical characteristics of TNBC patients and therapy line at the time of blood sampling.

Total (n = 19)

Clinical Characteristics

n (%) Mean (Stdv.)
Gender
Female 19 (100)
Age, Mean Years 59.4 (+£10.4)
TNM classification
T1lc NO MX 2(11)
T1lc NO MO 2 (11)
Tlc N1 MX 1(5)
Tlc N1 MO 1(5)
T2 NO MX 2 (11)
T2 NO MO 4(21)
T2 N1 MX 1(5)
T2 N1 MO 1(5)
T2 N1 M1 1(5)
T3 N0 MX 1(5)
T3 N1 MO 1(5)
T3 N2a M0 1(5)
T4d N1 MX 1(5)
Histological subtype
ER/PR status
negative 15 (79)
<10% 3 (16)
10-50% 1(5)
Her2 neu status
negative 12 (63)
+ 3 (16)
++ 2 (11)
Histological grading
G2 8 (42)
G3 11 (58)
Therapy line at the time of blood sampling
Atezolizumab 1(5)
Carboplatin, Paclitaxel 3 (16)
Carboplatin, Paclitaxel, Atezolizumab 1(5)
Carboplatin, Paclitaxel, Pembrolizumab 7 (37)
Cyclophosphamide, Epirubicin 2(11)
Denosumab 1(5)
Denosumab, Paclitaxel, Pembrolizumab 1(5)
Sacituzumab 1(5)
Days since last treatment dose
d7 12 (63)
ds 2 (11)
di4 1(5)
d21 2 (11)

d34 1(5)
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Table 1. Cont.

Total (n = 19)
Clinical Characteristics

n (%) Mean (Stdv.)
Peripheral blood count
Leukocytes (1000/ L) 5.2 (£2.4)
Lymphocytes (1000/ uL) 1.8 (£0.6)
Monocytes (1000/ uL) 0.5 (£0.15)
Neutrophils (1000/ L) 3.1(£1.9)
Platelet count (1000/ pL) 275 (£143)
Hb (g/dL) 11.1 (£0.9)
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Figure 4. Characterization of PBMCs from TNBC patients receiving chemotherapy or combined
chemo-immunotherapy. (A) Leukocyte and lymphocyte counts from TNBC patients (n = 10) at the
time of sample collection are shown. Dotted lines indicate the normal range for healthy individuals.
(B) Peripheral mononuclear cells (MNCs) from TNBC patients (n = 19) and healthy donors (n = 7) were
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identified by counterstaining for T cells (CD3*CD4* and CD3*CD8*), monocytes (CD14*), dendritic
cells (DCs, CD3~CD56~CD14~CD19”HLA-DR"), B cells (CD19*), NKT (CD3*CD56*) and NK
cells (CD37CD56%), and then analyzed by flow cytometry and presented as percentage of MNCs.
(C-F) BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were cocultured with PBMCs from TNBC
donors (n = 4) and controls (gray) or NKG2D-CD16 (blue) or NKG2D-CD3 (green) (both 2.5 pg/mL)
at an E:T ratio of 2.5:1. (C) Activation of NK and CD4* and CD8* T cells as determined by expression
levels of CD69 after 24 h and (D) degranulation of NK and CD4* and CD8" T cells as determined by
expression levels of CD107a after 4 h were measured by flow cytometry. (E,F) Legendplex assays of
supernatants were performed to analyze IFNy, TNF, granzyme A, perforin and granulysin release at
24 h. (G) TNBC cell lysis by PBMCs from TNBC patients (n = 8) at an E:T ratio of 5:1 after control
(gray) or NKG2D-CD16 (blue) and NKG2D-CD3 (green) treatment was measured using a live cell
imaging system for 120 h. Data for indicated cell lines and combined results for 3 TNBC cell lines are
shown. All statistical tests were considered significant if the p-value was less than 0.05 (* p < 0.05,
**p <0.01, *** p < 0.001). p-values greater than 0.05 are indicated as not significant (ns).

Finally, we evaluated the killing capacity of NK cells and T cells from TNBC patients
against TNBC cell lines by live cell imaging (Figure 4G). While the strong lysis effect of
NKG2D-CD3 was still present in TNBC patients, NKG2D-CD16 was only sufficient for the
MDA-MB-468 target cell line (Figure 4G).

3. Discussion

The landscape of cancer treatment options has evolved rapidly in recent years. With
the success of checkpoint inhibitors in TNBC, immunotherapy has become a standard of
care, highlighting the strength of T—cell-based strategies for anti—tumor therapy. Despite
these promising developments, survival rates are still lower than in other breast cancer
subtypes, and the risk of recurrence remains a challenge [2]. NKG2D-based NK cell and T
cell engagers could be potential options for the treatment of TNBC.

In our present study, we observed effective lysis of TNBC cells by PBMCs from both
healthy donors and TNBC patients after treatment with NKG2D-CD16 and NKG2D-CD3
BFPs. Increased surface expression of CD69 and CD107a on NK cells and CD4* and
CD8" T cells indicated enhanced activation and degranulation accompanied by cytokine
release upon NKG2D-CD3/CD16 BFP treatment. This effect was reflected in significant
cytotoxicity against TNBC cells.

Recently, maturation of NK cells has been shown to be exclusively important in predict-
ing their potential effect against TNBC tumors [18]. In humans, terminally differentiated
peripheral blood NK cells, exhibiting the CD564™CD16* phenotype, are cytotoxic. In
contrast, CD56P"8"*CD16~ NK cells, found in secondary lymphoid tissues, are considered
to be immature and have reduced cytotoxic potential [19]. Thacker et al. demonstrated an
increased number of immature NK cells in various TNBC models and provided evidence
for the pro—tumorigenic nature of NK cells within the tumor microenvironment (TME) of
TNBC [18]. Using the NKG2D-CD16 construct, we recruited cytotoxic CD16* NK cells,
potentially altering the balance between immature and cytotoxic NK cell populations. An-
other advantage of NKG2D-CD16 is that NK cell activation is not dependent on the NKG2D
receptor, which is beneficial given that NKG2D expression on NK cells can be downregu-
lated under certain circumstances [20]. It is noteworthy that NKG2D-CD16 demonstrated
superior cytotoxicity in the short-term assays, whereas NKG2D-CD3 required a longer
period to achieve maximal anti—tumor activity. Although both NKG2D-CD16 and NKG2D-
CD3 were effective, the killing ability of T cells stimulated by NKG2D-CD3 was more
pronounced. This difference could be attributed to the fact that NKG2D-CD3 can in-
duce T cell proliferation, whereas no proliferation was observed in NK cells activated by
NKG2D-CD16 [21].

In terms of clinical implications, it is plausible to assume that the lower cytokine
release upon treatment with NKG2D-CD16 compared to NKG2D-CD3 may lead to fewer
side effects. This aspect qualifies NKG2D-CD16 as a promising therapy for elderly TNBC
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patients who may not tolerate immediate massive immune activation. In addition, our
study showed that PBMCs from TNBC patients undergoing chemotherapy showed notable
activation of NK cells and T cells upon BFP stimulation, suggesting the feasibility of
combined immunotherapy. However, additional data are needed to fully understand the
bioavailability of NKG2D BFPs in the TNBC TME in the clinical setting.

In conclusion, these results highlight the encouraging antitumor efficacy of NKG2D-
CD3 and NKG2D-CD16 BFPs. PBMCs from TNBC patients showed a robust potential
to targeting cancer cells, even during ongoing chemotherapy, suggesting that our novel
approach could serve as stand—alone therapy or as an adjunct to chemotherapy.

4. Materials and Methods
4.1. Cell Lines

The human cell lines CAL-51, HS-578T, HCC70, HCC1500, BT-549, MDA-MB-157,
MDA-MB-231, and MDA-MB-468 were obtained from DSMZ or ATCC. Green fluorescent
protein (GFP)—expressing breast cancer cell lines (BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-
468) were established by infection with Incucyte nuclight green lentivirus reagent (EFl«,
puro) (Sartorius Group, Gottingen, Germany) and sorted by flow cytometry. All cell lines
were routinely tested for mycoplasma contamination.

4.2. gRT-PCR

RNA from 1 million TNBC cells was isolated using the High Pure RNA Isolation Kit
(Roche, Basel, Switzerland) and tested for quality and quantity using the NanoDropTM
One/OneC (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA). cDNA synthesis was performed using
a FastGeneScriptase Il reverse—transcription PCR kit (Nippon Genetics Europe, Dueren,
Germany), and 10 ng of cDNA was used for quantitative PCR. Previously described
primers for MICA (FWD: 5'-ggcgcctaaagtctgagaga-'3, REV: 5'-aaccctgactgcacagatec-'3),
MICB (FWD: 5'-ctgagaaggtggcgacgta-'3, REV: 5'-cgaagactgtggggctca-'3), ULBP1 (FWD:
5'-actgggaacaaatgctggat-'3, REV: 5'-gagaaggctccagggactg-'3), ULBP2 (FWD: 5'-ccgctaccaa
gatccttctg-'3, REV: 5'-ggeatgacggtgatgtcatag-'3), ULBP3 (FWD: 5'-tcectggeatctgagaagag-'3,
REV: 5'-cagaaaggcacagtggtgagt-'3), ULBP4 (FWD: 5'-agcacttggggagaattgac-'3, REV: 5'-
cttgcagagtggaaggatcac-'3) and GAPDH (FWD: 5'-agccacatcgctcagacac-'3, REV: 5'-geccaata
cgaccaaatcc-'3) were used for quantitative PCR and were performed using Perfecta SYBR
Green FastMix (Quanta Biosciences Beverly, MA, USA) measured on a LightCycler480
(Roche, Basel, Switzerland) [13,21].

4.3. Flow Cytometry

Single NKG2DL-specific mAbs (MICA, clone: AMO1; MICB, clone: BMO1; ULBP1
clone: AUMO3; ULBP2, clone: BUMO1; ULBP3, clone CUMO3; ULBP4, clone: DUMO)
or corresponding isotype controls (10 ug/mL) followed by goat anti-mouse PE conjugate
(Dako, Glostrup, Denmark) were used for staining, as described previously [13]. To study
the binding of NKG2Ds, we used biotinylated NKG2D-Fc proteins and an isotype control
(10 pg/mL) (both R&D systems, Minneapolis, MN, USA), stained with streptavidin—-PE
conjugate (LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA), as previously described [21].

PBMC subsets from TNBC patients and healthy donors were identified by counterstain-
ing with CD3-APC/Fire750 (clone: SK7), CD4-Pacific Blue (clone: RPA-T4), CD8-BV605
(clone: RPA-T8), CD14-BV785 (clone: M5E2), CD16-APC (clone: 3G8), CD19-FITC (clone:
HIB19), CD56-PeCy7 (clone: HCD56) and HLA-DR-BV650 (clone: L243) (all BioLegend,
San Diego, CA, USA) and 7-AAD (Biolegend, San Diego, CA, USA)).

NK cell and T cell activation and degranulation were assessed by flow cytometry.
Briefly, 100,000 TNBC cells were cultured with allogeneic PBMCs from healthy donors
or TNBC donors at an effector to target (E:T) ratio of 2.5:1 for 4 h and 24 h, followed by
mADb staining. For flow cytometric evaluation of specific target cell lysis, TNBC cells were
stained with 2.5 uM CellTrace™ Violet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and
cocultured with PBMCs (E:T ratio of 5:1) in the presence of the BFPs (2.5 ug/mL) or control
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for 72 h. Latex beads (Sigma—Aldrich, Darmstadt, Germany) were used to ensure that
equal volumes of cell suspension were analyzed. 7-AAD was used to exclude dead cells
from the analysis. PBMC subsets from healthy donors and TNBC patients were identified
by counterstaining.

All measurements were performed using a FACS Canto II, FACS Fortessa or FACS
Aria III (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and data were analyzed using Flow]Jo-V10
software (BD Biosciences, Heidelberg, Germany).

4.4. Production and Purification of Bispecific NKG2D Fusion Proteins

To generate NKG2D-CD3 and NKG2D-CD16 BFPs, the extracellular domain of
NKG2D (F78-V216) was fused C—terminally to the heavy chain of a Fab fragment specific
for either CD3 (clone UCHT1) or CD16 (clone 3G8) using a CH2 linker [22,23]. The CH,
domain of IgG1 was modified to attenuate FcyR and glycan receptor binding, complement
fixation and reduce immunogenicity. The following amino acids in the CH, domain of IgG1
have been swapped or deleted: E233—P; L234—V; L235—A; G236—deleted; D265—G;
N297—Q; A327—Q; A330—S [24,25]. The N297—Q modification prevents the addition
of a glycan structure and C226 and C229 were replaced with serine to prevent dimeriza-
tion [25,26]. Final proteins were produced after transfection of SP2/0-Ag14 cells (American
Type Culture Collection, Manassas). Subcloned transfectants were cultured in IMDM
(GIBCO, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% of fetal bovine serum (PAN-biotech,
Aidenbach, Germany), 1% non—essential amino acid solution (Sigma—Aldrich, St. Louis,
MO, USA), 1% L-glutamine (PAN-biotech, Aidenbach, Germany), 1% sodium pyruvate
solution (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1% penicillin—streptomycin (PAN-biotech,
Aidenbach, Germany), 1 mg/mL G418 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). BFPs were pu-
rified from culture supernatants by HiTrap KappaSelect™ affinity chromatography (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) followed by preparative size exclusion chromatography
on Superdex HiLoad 16/60 column (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). Purity was de-
termined by 4-12% non-reducing gradient SDS-PAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Endotoxin (EU) levels were tested using Endonext™ (Biomerieux, Nuertingen, Germany)
and were <1 EU/mg for all proteins (Figure S5A,B).

4.5. Immunofluorescence

For immunofluorescence staining, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells were incu-
bated with PBMCs from healthy donors at an E:T ratio of 2.5:1. After 30 min of incubation,
the media was removed and the cells were fixed with 4% paraformaldehyde. Cells were
washed with PBS and blocked with 5% bovine serum albumin blocking solution con-
taining 0.1% Tween20 and 0.2% Triton X-100 for 60 min. Staining was performed with
murine mAb «CD3 (clone OKT3, 1:25 Biolegend, San Diego, CA, USA), xCD16 (clone
#1001049, 1:25, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and rabbit mAb a—tubulin (clone
11H10 1:500, Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Primary antibodies were detected with
Alexa-Fluor488-conjugated anti-mouse (1:500) and Alexa—Fluor594—conjugated anti-rabbit
(1:500) antibodies (both Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). DAPI was used for nuclear stain-
ing. Images were captured with an LSM800 microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) and
analyzed with Image] 1.53a software.

4.6. Analysis of Cytokine Secretion

To evaluate the cytokine release, supernatants from the coculture assays were analyzed
at 4 h and 24 h using the Legendplex Human CD8/NK Panel (BioLegend, San Diego, CA,
USA) according to the manufacturer’s protocol.

4.7. Cytotoxicity Assay

Lysis of TNBC cells by PBMCs from healthy donors in the presence or absence of the
BFP (2.5 ng/mL) was assessed by a 2 h Europium-based cytotoxicity assay, as previously
described [15]. Briefly, TNBC cells were labeled with DELFIA® BATDA (Perkin Elmer,
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Waltham, MA, USA) for 30 min. After labeling, the cells were incubated with PBMCs at
the indicated E:T ratios. After 2 h of incubation, 20 uL of supernatant from each sample
was mixed with 200 uL DELFIA® Europium solution (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).
Subsequent samples were measured using a Spectra Max ID5 system (Molecular Devices,
Silicon Valley, CA, USA). 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, Germany). GFP—expressing TNBC
cells were cultured with PBMCs from healthy donors (E:T ratio of 5:1) with or without the
indicated treatments (2.5 ug/mL each). Live cell images were taken every 3—4 h at 10x
magnification. To quantify live cells, the total green area of each variant was normalized to
the corresponding measurement at T = 0 h.

4.8. Primary Material

PBMCs from healthy donors and TNBC patients were isolated by density gradient
centrifugation. Blood samples from 19 consecutive TNBC patients treated at the Department
of Gynecology at the University Hospital of Tiibingen were included in our study. All
samples were collected in January/February 2023.

4.9. Statistics

Unless otherwise noted, values are mean =+ standard error of the mean (SEM). For
continuous variables, in the case of normal distribution, Student’s t—test was used for
normal distribution and Mann-Whitney U test for non—normal distribution. GraphPad
Prism 9.4.1 was used for statistical analysis. All statistical tests were considered significant
if the p-value was less than 0.05 (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ijms241713156/s1.
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breast cancer; BFP: bispecific fusion protein; CAR: chimeric antigen receptor; DC: dendritic cells; E:T
effector to target; FACS: Fluorescence—-activated cell sorting; FcyR: Fc-gamma-receptor; FoV: field of
view; FPKM: fragments per kilobase of transcripts per million mapped fragments; HER2: human
epidermal growth factor receptor 2; IFNy: Interferon—y; mAb: monoclonal antibody; MFI: mean
fluorescence intensity; MIC: MHC class I chain-related; NKG2D: natural killer group 2D; NKG2DL:
NKG2D ligand; PARP: poly ADP-ribose polymerase; PBMC: peripheral blood mononuclear cell; PE:
phycoerythrin; SEM: standard error of the mean; SFI: specific fluorescence intensity; TME: tumor
micro environment; TNBC: triple-negative breast cancer; ULBP: UL16 binding protein; TCGA: the
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Supplemental Figure S1: Specific fluorescence intensity of NKG2DL

(A) TNBC cell lines were analyzed by flow cytometry for the specific fluorescence intensity (SFI) of
the indicated NKG2DL. SFI levels above the dashed line show a SFI value >1.3 and are considered as
NKG2DL positive. (B) The SFI of TNBC cell lines stained with the NKG2D-Fc was assessed by flow
cytometry.
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Supplemental Figure S2: Effector cell recruitment with the BFPs to TNBC cell lines

MDA-MB-468 cell line (left panel) and MDA-MB-231 cell line (right panel) were cultured with
PBMC from healthy donors (n=4) at an E:T ratio of 5:1 in the presence of control or NKG2D-CD16
(blue) (A) or NKG2D-CD3 (green) (B) respectively. For each donor 4 field of views (FoV) were
evaluated (small dots indicate FoV, large dots indicate the mean per donor).
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Supplemental Figure S3: Reactivity of T and NK cells from healthy donors against TNBC cell lines after
NKG2D-CD16/CD3 treatment

TNBC tumor cells were incubated with PBMC from healthy donors (n=3) in the presence or absence
of NKG2D-CD16/CD3 (2.5 ug/ml). (A-B) Degranulation of (A) NK cells and (B) T cells after coculture
with indicated cell lines at an E:T ratio of 2.5:1 was determined by expression of CD107a after 4 h.
(C-E) Cell lysis of 3 TNBC cell lines (BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-468) by PBMC from
healthy donors after the treatment with NKG2D-CD16 (blue) or NKG2D-CD3 (green) determined
by (C) 2 h Europium assays with E:T ratio of 80:1, (D) flow cytometry-based lysis assay (E:T= 5:1)
and (E) by a live cell imaging system with E:T=5:1 is shown.
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Supplemental Figure S4: Reactivity of T and NK cells of TNBC patients against TNBC cell lines

(A) Immune cell counts of neutrophils, monocytes, platelets and hemoglobin (Hb) concentration in
TNBC samples at time point of PBMC collection. (B-E) Reactivity of NK and T cells against BT-549,
MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells in response to NKG2D-CD16 (blue) and NKG2D-CD3
(green) treatment. PBMC of TNBC donors were cultured with TNBC cell lines at an E:T ratio of 2.5:1
in the presence or absence of NKG2D-CD16/CD3 (2.5 pg/ml). (B, C) Activation of NK cells (B) and
CD4+ and CD8"T cells (C) of TNBC patients (n=4) was determined by expression level of CD69 after
24 h. (D, E) Degranulation of NK cells (D) and CD4* and CD8*T cells (E) of TNBC patients (n=7) was
determined by analysis of expression level of CD107a after 4 h.
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Sarcomas are rare and heterogeneous malignancies that are difficult to treat.
Approximately 50% of patients diagnosed with sarcoma develop metastatic
disease with so far very limited treatment options. The transmembrane protein
B7-H3 reportedly is expressed in various malignancies, including different
sarcoma subtypes. In several cancer entities B7-H3 expression is associated
with poor prognosis. In turn, B7-H3 is considered a promising target for
immunotherapeutic approaches. We here report on the preclinical
characterization of a B7-H3xCD3 bispecific antibody in an 1gG-based format,
termed CC-3, for treatment of different sarcoma subtypes. We found B7-H3 to
be expressed on all sarcoma cells tested and expression on sarcoma patients
correlated with decreased progression-free and overall survival. CC-3 was found
to elicit robust T cell responses against multiple sarcoma subtypes, resulting in
significant activation, release of cytokines and effector molecules. In addition,
CC-3 promoted T cell proliferation and differentiation, resulting in the generation
of memory T cell subsets. Finally, CC-3 induced potent target cell lysis in a target
cell restricted manner. Based on these results, a clinical trial evaluating CC-3 in
soft tissue sarcoma is currently in preparation.
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Abbreviations: 7-AAD, 7-aminoactinomycin D; APC, Allophycocyanin; bsAB, bispecific Antibody; BV,
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FACS, Fluorescence-activated cell sorting; FITC, Fluorescein isothiocyanate; GMP, Good manufacturing
practice; HR, Hazard ratio; mAb, monoclonal antibody; MFI, median fluorescence intensity; PBMC,
peripheral blood mononuclear cell; PE, phycoerythrin; SEM, standard error of the mean; SFI, specific

fluorescence intensity; TCGA, The cancer genome Atlas Program.
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1 Introduction

Sarcomas account for more than 20% of solid malignancies in
children, but less than 1% of solid malignancies in adults (1). They
constitute a rare and diverse group of tumors that can arise from
bone (BS) or soft tissue (STS) and are classified into more than 100
different subgroups, presenting a unique challenge for diagnosis and
treatment (2, 3). The main therapeutic option for BS and STS is
surgical removal of the primary tumor, often accompanied by
neoadjuvant or adjuvant chemotherapy and/or radiotherapy (4).
Radiation therapy particularly plays a role in cases with positive
margins after surgery and in high-grade STS to achieve local tumor
control (3, 5). Approximately 50% of sarcoma patients develop
metastases during the course of disease (6). The 5-year overall
survival rate for both bone sarcoma (BS) and soft tissue sarcoma
(STS) ranges from 62% to 75%, despite the introduction of new
treatment options (7, 8). In particular, the survival rate for patients
with high-risk disease or metastasis at the time of diagnosis is only
30%, and new treatment approaches are needed (9).

In recent decades, treatment options for malignant diseases have
greatly improved by the introduction of anti-tumor monoclonal
antibodies such as rituximab (10). The further improvement of
monoclonal antibodies by Fc optimization and the introduction of
bispecific antibodies (bsAbs), such as blinatumomab and more
recently glofitamab and epcoritamab, is steadily improving survival
of patients with hematopoietic malignancies (11-13). When it comes
to solid tumors, the introduction of immune checkpoint inhibitors
(ICI), such as the anti-PD-1 antibody pembrolizumab, has improved
the management of many cancers, particularly advanced melanoma
and non-small cell lung cancer, by inducing potent T cell anti-tumor
immunity. ICI therapy is currently also being evaluated in several
clinical trials for the treatment of STS and is presently approved for
certain sarcoma subtypes as part of combination therapies (14, 15).
Nevertheless, ICI treatment of sarcomas has a low response rate,
highlighting the urgent need for effective immunotherapies (16, 17).

B7-H3 is a transmembrane protein that belongs to the B7
superfamily of immunoregulatory proteins (18). It was shown to
affect tumor cell differentiation, invasion, and migration (18, 19). In
addition, the B7-H3 complex may enable tumor cells to evade
cytotoxic T cell surveillance by acting as a co-inhibitory molecule
(20). High expression of B7-H3 was reported to be associated with
poor prognosis in patients with different solid tumors such as
osteosarcoma or colorectal cancer (21-23). The identification of
B7-H3/CD276 expressed by many sarcoma subtypes despite their
heterogeneity, fueled interest in this molecule as a target for
sarcoma treatment (24-26). In addition, B7-H3 is also expressed
on the neovasculature of tumors (25, 27). To target B7-H3 for
cancer treatment, we recently developed an optimized bsAb termed
CC-3 (28, 29). CC-3 is based on our established IgGsc format, and
contains an affinity reduced anti-CD3 binder (30). In preclinical
studies, CC-3 demonstrated a favorable safety profile and
pronounced efficacy in analyses with multiple gastrointestinal and
colorectal cancer cell lines (28, 29). Currently, CC-3 is being
evaluated in a phase 1 clinical trial for the treatment of metastatic
colorectal cancer (NCT05999396). Here we studied the efficacy of
CC-3 for the treatment of multiple sarcoma subtypes.
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2 Methods
2.1 Cell lines

Human cell lines RH30 (rhabdomyosarcoma), SaOs2
(osteosarcoma), SK-LMS-1 (leiomyosarcoma), SW872 (liposarcoma),
SW982 (synovial sarcoma) and SW1353 (chondrosarcoma) were
obtained from DSMZ or ATCC. All cell lines were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum (PAN-biotech, Aidenbach, Germany), 100 U/ml penicillin
(Merck, Darmstadt, Germany), 100 pg/ml streptomycin (Merck), at
37°C with 5% CO2. All cell lines were routinely tested for
mycoplasma contamination.

2.2 Isolation of blood cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy
donors were isolated by density gradient centrifugation using
Pancoll Cell Separation Solution (PAN-biotech, Aidenbach,
Germany). Monocytes were depleted using human CD14
MicroBeads UltraPure Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany).

2.3 Antibody production

GMP-material of CC-3 used in our clinical trial
(NCT05999396) was used for all experiments. The corresponding
isotype control (MOPC) was produced as previously described (28,
29). In brief, MOPC was produced in ExpiCHO cells (Gibco,
Carlsbad, CA, USA) and subsequently purified from culture
supernatant by affinity chromatography on Mabselect affinity
columns (GE Healthcare, Munich, Germany). Analytical and
preparative size exclusion chromatography was performed using
Superdex S200 Increase 10/300GL and HiLoad 16/60 columns (GE
Healthcare). Endotoxin levels were measured with EndoZyme II
(BioMerieux, Marcy-l’Etoile, France) according to the
manufacturer’s instructions and were always < 0.5 EU/ml.

2.4 Flow cytometry

Measurements were performed using either a FACS Canto II or
FACS Fortessa (BD Biosciences, Heidelberg, Germany), and the
data were analyzed using Flow]o-V10 software (BD Biosciences).

2.4.1 B7-H3 expression and antigen shift assay
Sarcoma cells were incubated with CC-3 at the indicated
concentrations for 24 h or 72 h. To measure B7-H3 expression,
cells were washed and stained with 10 pg/ml anti-B7-H3 antibody
(clone 7C4) or corresponding MOPC control, followed by 5 ug/ml
donkey anti-human PE conjugate (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA) and analyzed by flow cytometry. The specific
fluorescence intensities (SFIs) were calculated by dividing median
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fluorescence intensity (MFI) obtained with anti-B7-H3by median
fluorescence intensity obtained with the isotype control.

2.4.2 T cell activation and degranulation assays

Monocyte-depleted PBMCs were cocultured with sarcoma cells
at an effector to target (E:T) ratio of 5:1 with or without CC-3 or
MOPC at the indicated concentrations. For analysis of T cell
activation, CD69 and CD25 expression were determined after 24
and 72 h, respectively. Cells were stained with CD4-APC (clone
L200), CD8a-FITC (clone HIT8a), CD69-PE (clone FN50) and
CD25-PE (clone BC96) and the corresponding isotype control in PE
(clone MOPC21). To analyze T cell degranulation, cells were
cultured for 4 h in the presence of CD107a-PE (clone H4A3). All
antibodies were purchased from BD Biosciences (Heidelberg,
Germany). Dead cells were excluded by 7-AAD (Biolegend, San
Diego, CA, USA).

2.4.3 T cell proliferation and differentiation assays

Monocyte-depleted PBMCs were incubated with sarcoma cells
(E:T ratio 10:1) and CC-3 or MOPC (1 nM each). On day 3, cells
were restimulated using the same fresh target cell counts and bsAbs
as in the initial coculture. On day 6, cells were stained with CD4-
FITC (clone OKT4) CD8a-APC-Cy7 (clone SK1), CD45RA-APC
(clone HI100), CD45RO-PE-Cy7 (clone UCHLI), CD62L-BV605
(clone DREG 56) and CD197-PE (clone G043H?7, all Biolegend, San
Diego, CA, USA). Latex beads (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany) were used to ensure that equal volumes of cell
suspension were analyzed. To exclude dead cells from the
analysis, fixable violet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) was used. To generate t-Distributed Stochastic Neighbor
Embedding (t-SNE) plots, equal amounts of CD4" and CD8" T
cells for each condition and sarcoma cell line were combined and
analyzed for the different treatments.

2.5 Cytokine secretion

Monocyte-depleted PBMCs were cultured with sarcoma cells
(E:T ratio 5:1) with or without CC-3 or MOPC (1 nM each). After
24 h supernatants were collected and analyzed using the Legendplex
Human CD8/NK Panel (BioLegend, San Diego, CA, USA)
according to manufacturer’s protocol.

2.6 Cytotoxicity assays

Monocyte-depleted PBMCs were cocultured with sarcoma cells
(E:T ratio 5:1) in the presence or absence of CC-3 or MOPC (1 nM
each) and measured after 72 h by flow cytometry. Tumor cells were
labeled with 2.5 uM CellTrace™ Violet (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Latex beads were used to ensure equal
volumes in each measurement. The xCELLigence RTCA system
(Roche Applied Science, Penzberg, Germany) was used to conduct a
long-term analysis over 120 hours.
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2.7 Statistics

Unless otherwise noted, values presented are means + standard
deviation (SD). Continuous variables were analyzed by one-way
ANOVA and by Friedman’s test. In cases of normally distributed
values where ANOVA revealed significant differences, group
comparisons were performed using Tukey’s multiple comparison
test. When Friedman’s test showed significant differences for non-
normally distributed values, Dunn’s multiple comparison test was
used. Statistical analysis was performed with GraphPad Prism
(v.9.4.1). All statistical tests were considered significant when the
p-value was less than 0.05 (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
00k 20.0001).

3 Results

3.1 Clinical relevance of B7-H3 expression
in sarcomas

It has been reported that B7-H3 overexpression is associated
with cancer progression and poor patient survival (26). We here
correlated B7-H3 expression levels with clinical outcomes in
sarcoma patients (n=259) using the TCGA database. We observed
a significant difference in median progression-free survival between
the B7-H3 high quartile (22 months) and the B7-H3 low quartile
(61 months) (Figure 1A). In addition, the median overall survival
for the B7-H3 high quartile was 64 months, while the B7-H3 low
quartile did not reach the median survival within the six-year period
of data collection. The histological distribution of relevant sarcoma
subtypes diagnosed in Germany in 2013 (n=2438), as reported by
Reesing et al. in 2018, is simplified in Figure 1B (31). While the
majority of sarcomas were not histologically defined (27%),
described subtypes were liposarcoma (23%), leiomyosarcoma
(15%), fibrosarcoma (9%), angiosarcoma (6%), synovial sarcoma
(4%), rhabdomyosarcoma (2%), chondrosarcoma (0.6%),
osteosarcoma (0.2%) and other subtypes (14%). In our study, we
selected sarcoma cell lines representing a total of 44% of the
sarcomas analyzed. Binding of CC-3 to tumor cells was observed
in all sarcoma cell lines tested, with RH30 showing the highest and
SK-LMS-1 the lowest expression levels (Figures 1C, D, E). By
binding to the target antigen, antibodies can alter its expression
on the target cells, which may impact therapeutic efficacy (32). To
study whether and how CC-3 binding affected B7-H3 expression on
sarcoma cells, all cell lines were incubated with increasing
concentrations of CC-3 for 24 and 72 h and then compared to
unexposed controls with regards to CC 3 binding. After 24 hours,
CC-3 treatment reduced B7-H3 expression by 10% in SK-LMS-1
and by 23% in SW872, which showed the highest reduction at
concentrations above 1 nM, (Figure 1F, left panel). After 72 h, B7-
H3 levels decreased by an average of 11%, with a maximum
decrease of 17% in SaOs2, while no changes were observed in SK-
LMS-1 (Figure 1F, right panel). Additionally, no turnover of target
cells without effector cells was observed (Supplementary Figure 1).
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FIGURE 1

Characterization of B7-H3 expression in sarcomas. (A) Sarcoma patients were divided into B7-H3 low and high quartiles according to RNA expression
based on data obtained from the The Cancer Genome Atlas (TCGA) program. Clinical data for progression-free survival (PFS, n=231) (left panel) and
overall survival (OS, n=259) (right panel) of sarcoma patients were correlated with B7-H3 expression for 72 consecutive months. (B) Distribution of
sarcoma subtypes diagnosed in Germany in 2013 (n=2438) based on data from Reesing et al, 2018 (31) (CC-BY 4.0 licence). (C, D) The indicated
sarcoma cells were stained (n=1) with a monoclonal B7-H3 antibody (clone 7C4) followed by an anti-human PE conjugate and analyzed by flow
cytometry. (C) B7-H3 expression (filled histograms) is shown for the indicated cell lines with corresponding isotype control staining (open histograms).
(D) SFlis for B7-H3 (n=1), calculated by dividing the MFI of B7-H3 by the MFI obtained with the isotype control, are shown for the different sarcoma cell
lines. (E) Schematic illustration of the bsAb CC-3 with the anti-B7-H3 (orange) and the anti-CD3 (blue) targeting regions. (F) Sarcoma cells were

incubated with the indicated concentration of CC-3 for 24 h (left panel) or

72 h (right panel). Cells were then washed and directly reincubated with

anti-B7-H3 (clone 7C4) followed by an anti-human PE antibody and measured by flow cytometry. Relative surface expression of B7-H3 was calculated
by defining the MFI of cells preincubated without CC-3 as 100% (n=1, performed in duplicate). HR: hazard ratio, 95% CI: 95% confidence interval.

3.2 T cell activation with CC-3

To determine the CC-3 dose required to fully activate T cells in
cocultures with sarcoma cells, we titrated CC-3 and determined
expression of the activation marker CD69 on T cells by flow
cytometry after 24 h. CC-3 induced a dose- and target-cell
dependent activation of both CD4" and CD8" T cells, whereas
the MOPC control showed no effect, even at the highest
concentration of 9 nM (Figure 2A, Supplementary Figures 2A, B).
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Maximum T cell activation was observed at 1 nM, which was
selected as dose for subsequent experiments. Effective cancer
treatment, particularly in patients with a high tumor burden,
requires a persistent and long-lasting T cell response. To confirm
ongoing T cell activation, we evaluated expression of the mid-term
activation marker CD25 on T cells after CC-3 treatment by flow
cytometry after 72 h of coculture with sarcoma cells. CC-3
treatment resulted in significant and sustained activation of CD4"
and CD8" T cells with all sarcoma subtypes tested. The MOPC

04 frontiersin.org



Holzmayer et al.

A SK-LMS-1 SW872
~87 - cc3 = mopc 807
- 8
= 9 o
o ‘6 ‘5
< 404 < 40
- -
o2 2
8 a 8
O T 0+
80 80
& &
2 a a
3 O o
8 « -
= 2 a0 S 40-
B E r
o 3 2
a =]
0F & L o »
S | — T T
N N N LY N N N N
°§§° §§°\ S © N g»“““ §§“\ RN »
CC-3 [nM] cC-3 [nM]
B (o]
swsa72 SK-LMS-1
1201 ok ok
cD4 cDs e
5.8% 0.1% 42
- 3 3 5
g O 80+
e s
€ 2
5 =
o 40
N
a
(&)
5.9% 0.1%
o< 0=
% 2 ok kk
) 120+
=" q D et
L I
a8
G 804
431% 53.7% 5
=
8 to 404
Q 0
o e | o«
= o
C
o4
O
cD25 é@,,\o“‘p‘z &
$
D
SK-LMS-1 SW872
= A
2
o
2
£
H
0
o
o
[*}
= 1
©
& 2
o

M XO L VA QL& Z-Scores 2 MO AP Qe
RARETS N RO
AR RO
0000 [ @0‘ Iy

FIGURE 2

Induction of T cell activation and cytokine release with sarcoma cell lines by CC-3. PBMCs (n=4) were incubated with the indicated sarcoma cells (E:
T 5:1) in the presence or absence of CC-3 or MOPC. Unless otherwise noted, all constructs were used at 1 nM. T cell activation by CD69 and CD25
was assessed for CD4" and CD8™" T cells by flow cytometry after 24 h and 72 h, respectively, and secretion of cytokines and effector molecules was
determined using Legendplex assays after 24 h. (A) Activation of CD4" (top panels) and CD8" T cells (bottom panels) was determined by CD69
expression. Combined data from all tested cell lines are shown (right panel). (B, C) Activation of CD4" and CD8" T cells was determined by CD25
expression. (B) Exemplary results obtained with SW872 cells are shown. (C) CD4" (top panel) and CD8" (bottom panel) T cells were analyzed for
CD25. Combined data of all cell lines tested are shown (right panels). (D) Cytokine and effector molecule release for the indicated cell lines with or
without CC-3 or MOPC control after 24 h was determined using Legendplex assays. Combined data from all tested cell lines are shown (right panel).
The values presented are means + SD (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).

control showed no difference compared to PBMCs without
antibody treatment (Figures 2B, C, Supplementary Figure 2C).
Activation of T cells results in the release of activating cytokines
and effector molecules into the culture supernatant. This was
analyzed by Legendplex assays after 24 h. Despite a substantial
donor variability, treatment with CC-3 resulted in significant
increases in IL-2, IL-4, IL-10, and IFNy as well as enhanced
release of sFasL, TNF, granzyme A, granzyme B, perforin and
granulysin compared to MOPC control in all experiments
(Figure 2D, Supplementary Figure 2D).
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3.3 Induction of T cell proliferation
and differentiation

To effectively combat high tumor burden, it is essential to
induce T cell proliferation, resulting in a greater number of
effector cells available to fight the tumor. We investigated whether
and to what extent CC-3 induced T cell proliferation by coculturing
PBMCs with and without CC-3 or MOPC control in cocultures
with sarcoma cells. On day 3, fresh sarcoma cells as well as CC-3 or
MOPC control were added. On day 6, the number of CD4" and
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CD8" T cells was determined by flow cytometry (Figure 3A,

Supplementary Figure 3A). On average, treatment with CC-3

resulted in a 6-fold increase in CD4" T cell counts and a 15-fold
increase in CD8" T cell counts. In contrast, the MOPC control did

FIGURE 3
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not alter the number of CD4" or CD8" T cells, confirming that CC-
3 mediated its effect on T cells in a target cell-restricted manner.
Memory T cells play a critical role for a strong and long-lasting T
cell response, as they are able to proliferate rapidly upon
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Proliferation and differentiation of T cell subsets after treatment with CC-3. PBMCs (n=4) were incubated with the indicated sarcoma cells (E:T 10:1)
in the presence or absence of CC-3 or MOPC control (1 nM each) for 6 days. On day 3, PBMC were re-exposed to fresh target cells and the
respective treatment for additional 3 days. On day 6, proliferation and T cell subsets were analyzed by flow cytometry for CD62L, CD45RO, CD45RA
and CCR7. (A) CD4* and CD8™ T cell counts for the indicated cell lines are shown. (B) Representative t-distributed stochastic neighbor embedding
(tSNE) plots are shown with equal amounts of CD4"* and CD8" T cells from each PBMC donor after coculture with all sarcoma cell lines tested. The
tSNE visualizes the density of all analyzed T cells, and the expression of each individual marker is displayed in pseudocolor. (C) Quantification of
CD4" and CD8™ T cell subpopulations after coculture with the indicated cell lines or the combined data for all cell lines tested. The values presented

are means + SD (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001)
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reactivation. We investigated the differentiation of T cells induced
by CC-3 into subsets of naive cells (CD45RA*CD45RO"
CCR7"CD62L"), stem cell memory (SCM) (CD45RA"CD45RO*
CCR7"CD62L") central memory cells (CMC) (CD45RA"CD45RO
"CCR7'CD62L"), effector memory cells (EMC) (CD45RA"
CD45RO"CCR7"CD62L") and effector cells (CD45RA"CD45RO
CCR7°CD62L") (33). The tSNE visualization technique was used to
display the multidimensional flow cytometry data (Figure 3B). The
population composition obtained with the MOPC control was
found to be similar to that of untreated T cells in coculture with
sarcoma cells. In contrast, CC-3 specifically stimulated the
formation of CMC and EMC in CD4" and CD8" T cells
(Figure 3C, Supplementary Figures 3B, C). Thus, CC-3 shifts the
proportions towards CMC in CD4" T cells and higher proportions
of both CMC and EMC in CD8" T cells (Supplementary Figure 3C).

10.3389/fimmu.2024.1391954

3.4 CC-3 potently induces sarcoma cell
lysis by T cells

When bsAbs bind to tumor cells and stimulate T cells via CD3,
cytotoxic T cells release effector molecules such as perforin and
granzymes from their secretory granules as a major killing
mechanism (34). Degranulation of T cells was analyzed by
CD107a expression after 4 h of coculture of - PBMCs and
sarcoma cells, with and without CC-3 or MOPC control, by flow
cytometry. We found that CC-3 potently stimulated the
degranulation of CD8" T cells in cocultures with all sarcoma cells
used (Figure 4A). Since efficient cell lysis is essential for effective
tumor control, sarcoma cell lysis in coculture with PBMCs was
determined by flow cytometry after 72 h, with and without CC-3 or
MOPC control. CC-3 induced pronounced tumor cell lysis with all
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FIGURE 4

Cytotoxic T cells show effector function after CC-3 stimulation. PBMCs (n=4) were incubated with the indicated sarcoma cell lines (E:T 5:1) in the
presence or absence of CC-3 or MOPC control (1 nM). (A) CD8" T cells were analyzed for degranulation by CD107a after 4 h of coculture. (B, C)
Sarcoma cell lysis after 72 h was determined by flow cytometry. Tumor cell counts of untreated cells were set to 100%. (D) Long-term cytotoxic
effects of PBMCs (n=4) against the indicated sarcoma cell lines were measured by xCELLigence for 120 h. The values presented are means + SD (*

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).
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sarcoma subtypes, whereas the MOPC control had no effect
compared to untreated samples (Figures 4B, C). Continuous
analysis of the cytotoxic effect over a period of 120 h using
xCELLigence confirmed a sustained long-term cytotoxic effect of
CC-3 with all sarcoma cells, resulting in significantly reduced tumor
burden (Figure 4D).

4 Discussion

For many years, effective treatment options for sarcomas were
lacking, and few improvements were introduced in routine care.
Clinical trials including sarcoma patients are complicated by the
substantial heterogeneity and rarity of the disease. This also holds
true for the various immunotherapies that have revolutionized
treatment in other cancer entities in recent years. For example,
pembrolizumab and nivolumab are currently being investigated for
use in sarcoma patients, but efficacy appears rather limited, in
particular when compared to e.g. melanoma or lung cancer (14, 35).
One reason may be the very low mutation rate in sarcomas,
resulting in low level expression of tumor-specific neoantigens
(36). Therefore, there is a high need to develop new therapies for
sarcomas that stimulate targeted anti-tumor immunity.

B7-H3 has been shown to influence tumor cell differentiation,
invasion, migration, and is discussed to play a role in cancer
stemness (19, 37). B7-H3 overexpression was found to associate
with tumor progression and aggressiveness in clear cell renal cell
carcinoma and osteosarcoma (38, 39). In line, our findings obtained
upon analysis of the TCGA database showed that sarcoma patients
with high B7-H3 expression experience shorter progression-free
and overall survival. B7-H3 was found to be highly expressed in
several bone and soft tissue sarcomas, making it a promising target
for therapy (26). Sarcomas are generally considered to be quite
resistant to immunotherapy, in part due to low immune cell
infiltration (16, 17, 40). B7-H3 is not only expressed on cancer
cells themselves, but also on tumor vessels. Targeting the latter can
be expected to generate a local inflammatory milieu that enhances
immune infiltration into the tumor. In addition, damage to tumor
vasculature per se would inhibit tumor growth (41). Our study
indicates that even after prolonged exposure to high levels of anti-
B7-H3 antibodies, a stable antigen expression is prevalent, and this
was observed across different sarcoma subtypes. Our data further
clearly show that targeting B7-H3 with our bsAb CC-3 induces
potent and target-restricted activation of CD4* and CD8" T cells
that results in pronounced tumor cell killing, but also T cell
proliferation that is particularly important to combat high tumor
burden. In addition, CC-3 induced the development of memory T
cell subsets such as EMC and CMC, which are essential for effective
tumor control (42, 43).

In previous studies, we and others have already shown that
monospecific B7-H3 mAbs which recruit NK cells as effector cells
are effective in targeting solid tumor cells such as sarcoma, breast and
ovarian cancers in vitro (26, 44, 45). BsAbs such as CC-3 may mediate
enhanced efficacy by recruiting T cells, which exhibit profoundly
higher effector potential than NK cells. Additionally, CC-3 contains
an optimized antigen epitope with respect to membrane proximity
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improving tumor lysis and a low-affinity CD3 binder to reduce side
effects (28). Several bsAbs targeting B7-H3 are currently under
clinical evaluation, such as XmAb808, a B7H3xCD28 bsAb that has
been evaluated in advanced solid tumors (NCT05585034). MGD009,
a B7H3xCD3 bsAb in a dual affinity re-targeting (DART) format, has
been evaluated in various solid tumors including sarcomas. Notably,
the clinical evaluation of the MGDO009 bsAb was temporarily paused
due to a transient elevation of liver enzymes in treated patients.
However, the study was resumed following a safety evaluation. It is
important to note that bsAbs carrying many single chains tend to
aggregate, resulting in off-target T cell activation and cytokine release,
but further comprehensive information on MGDO009 is not currently
available and therefore a direct comparison with CC-3 is not possible.

Our bsAb CC-3 generated in the IgGsc format, which is
currently tested in a clinical trial in colorectal cancer patients
(NCT05999396), has shown reduced side effects and toxicity in
preclinical studies (28-30). In addition to bsAbs, chimeric antigen
receptor (CAR) T cells targeting B7-H3 in sarcomas are currently in
development (NCT04483778, NCT04897321) (46, 47). However,
CAR-T cells require a complex and individualized manufacturing
process for each patient, increasing the cost of therapy
tremendously. Notably, the actual CAR-T therapy starts a few
weeks after the diagnosis, and valuable time is spent on less
effective bridging therapies. In contrast, antibody therapy is
readily available off the shelf.

In summary, our bsAb CC-3 shows promise as an
immunotherapeutic agent for multiple sarcoma subtypes and will
be evaluated in an upcoming clinical trial in patients with soft tissue
sarcoma. If successful, CC-3 would provide a new and effective
treatment option for patients who so far do not have access to
advanced and effective immunotherapeutic treatment options

for cancer.
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Supplementary Figure 1 CC-3 in culture with sarcoma cells. Sarcoma cell lines were cultured with
or without CC-3 (4 nM) (n=1 in duplicates). The number of viable cells was determined by flow
cytometry after 72 hours.
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Supplementary Figure 2 CC-3-induced T cell activation and cytokine release. PBMCs (n=4) were
incubated with the indicated sarcoma cell lines (E:T 5:1) in the presence or absence of CC-3 or MOPC.
Unless otherwise noted, all constructs were used at 1 nM. T cell activation by CD69 and CD25 was
assessed for CD4" and CD8" T cells by flow cytometry after 24 h and 72 h, respectively, and secretion
of cytokines and effector molecules was determined using Legendplex assays after 24 h. (A) Activation
of CD4" (top panels) and CD8" T cells (bottom panels) was determined by CD69 expression. (B) CD4"
and CD8" T cell activation without target cells at the indicated concentration of MOPC or CC-3 was
assessed by the CD69 expression using flow cytometry. (C) CD4" (top panel) and CD8" (bottom panel)
T cells were analyzed for CD25. (D) Cytokine and effector molecules release for the indicated cell
lines with or without CC-3 or MOPC control after 24 h was determined using Legendplex assay. The
values presented are means = SD (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p <0.0001).
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Supplementary Figure 3 CC-3-induced T cell activation and cytokine release. PBMCs (n=4) were
incubated with the indicated sarcoma cells (E:T 10:1) in the presence or absence of CC-3 or MOPC
control (1 nM each) for 6 days. On day 3, PBMC were re-exposed to fresh target cells and the respective
treatment for additional 3 days. On day 6, proliferation and T cell subsets were analyzed by flow
cytometry for CD62L, CD45R0O, CD45RA and CCR7. (A) CD4" and CD8" T cell counts for the
indicated cell lines are shown. (B) Quantification of CD4" and CD8" T cell subpopulations after
coculture with the indicated cell lines. (C) The distribution of CD4" and CD8" T cells after the indicated
treatment for all sarcoma cell lines is shown. The values presented are means + SD (* p<0.05,

% p<0.01, *** p<0.001, **** p <0.0001).
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