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Zusammenfassung 5

1 Zusammenfassung

T-Zell-basierte Immuntherapien haben die Behandlung von Tumorerkrankungen
revolutioniert. Neben Ansatzen, welche die Aktivitat von Antigen-spezifischen T-Zellen
verstarken, haben auch Ansatze zur Induktion einer MHC-unabhéangigen T-Zell-Antwort
grof3es Interesse geweckt. Zu Letzteren gehdren unter anderem bispezifische Antikorper,
welche nach Bindung an ihr Zielantigen, den T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplex mit ihrem
Effektorteil stimulieren. Trotz ihres unbestrittenen Erfolgs bei der Behandlung
hamatologischer Erkrankungen ist ihre Wirksamkeit bei soliden Tumoren stark limitiert.
Insbesondere bei gastrointestinalen Tumoren wie kolorektalen, Pankreas-, Leber- und
Magenkarzinomen, die nach wie vor durch hohe Rickfallquoten und eine schlechte
klinische Prognose gekennzeichnet sind, fehlen effektive immuntherapeutische
Behandlungsoptionen. Die Grunde fir die eingeschrankte Wirksamkeit von bispezifischen
Antikdrpern in soliden Tumoren ist noch nicht vollstandig geklart, aber die unzureichende
Migration von T-Zellen in den Tumor scheint hierbei ein Hauptfaktor zu sein. B7-H3 wird
bei verschiedenen Tumorarten, darunter auch gastrointestinale Tumore, sowohl auf
Tumorzellen als auch auf Tumorgefal3en Uberexprimiert. Dies ermdglicht eine duale
zZielgerichtete Therapie gegen B7-H3 und kénnte die Migration von Effektorzellen in den
Tumor verbessern.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung eines optimierten
bispezifischen B7-H3xCD3 Antikérpers (CC-3) zur Behandlung von Kkolorektalen
Karzinomen beschrieben. Beim Vergleich unterschiedlicher B7-H3 Antikérperkione in
unserem hispezifischen Antikorperformat zeigte sich, dass bei Targeting eines
membrannahen B7-H3-Epitops (Klon 7C4) eine deutlich héhere T-Zell-Aktivitat induziert
wird als mit einem distal-bindenden Antikérperklon (8H8). Untersuchungen zum Einfluss
der CD3-Affinitat auf die Effektivitat der bispezifischen Konstrukte zeigten, dass die
Verwendung des membrannah-bindenden Klons 7C4 eine etwa 100-fache Reduzierung
der CD3-Affinitat ermoglicht, ohne die Wirksamkeit des Konstrukts zu verringern.
Umfassende funktionelle Analysen zeigten die Uberlegenheit unseres finalen Konstruktes
CC-3 in Hinblick auf Tumorzelllyse sowie T-Zell-Aktivierung, -Proliferation und
-Gedéachtnisbildung, wéhrend die unerwiinschte Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen durch die verringerte CD3-Affinitat reduziert wurde. Die Effektivitat von CC-3
konnte zudem unter Verwendung drei unterschiedlicher Mausmodelle in vivo bestétigt
werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde CC-3 bei Pankreas-, Leber- und
Magenkarzinomen préaklinisch charakterisiert. Expressions- und Bindungsanalysen

bestatigten die potenzielle Eignung von CC-3 als Therapeutikum fir diese
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Erkrankungsentitaten. Die anschlielende funktionelle Charakterisierung zeigte, dass
CC-3 auch in diesen Entitaten trotz seiner verringerten CD3-Affinitéat eine starke T-Zell-
Reaktivitdt in  Hinblick auf Aktivierung, Degranulation sowie Sekretion des
Effektormolekiils Perforin ausloste, was in einer ausgepragten Tumorzelllyse resultierte.
Dartiber hinaus konnten wir nachweisen, dass CC-3 die Proliferation von T-Zellen
stimuliert.

Neben der eingeschrankten Wirksamkeit in soliden Tumoren wird die Effizienz
bispezifischer Antikorper generell durch verschiedene Mechanismen der Tumor-
Immunevasion beeintréchtigt. Es ist bekannt, dass Thrombozyten die Invasion,
Metastasierung und Immunevasion eines Tumors fordern. Darliber hinaus wird eine hohe
Thrombozytenzahl und die Expression verschiedener Oberflachenmarker mit einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium sowie einer schlechteren Prognose assoziiert. Der
Einfluss von Thrombozyten auf die Wirksamkeit von Immuntherapien insbesondere mit
bispezifischen Antikorpern war jedoch weitgehend ungeklart. Daher wurde im letzten Teil
dieser Arbeit untersucht, ob und inwiefern Thrombozyten einen Einfluss auf die
Behandlung mit bispezifischen Antikdrpern haben. Im Rahmen einer multizentrischen
Phase-I-Studie (NCT04104607) zeigten Prostatakarzinom-Patienten, welche mit unserem
bispezifischen PSMAXCD3 Antikdrper behandelt wurden, eine behandlungsbedingte
Thrombozytenaktivierung und vorlbergehende Thrombozytopenie. In vitro Analysen
zeigten, dass die Antikodrper-induzierte T-Zell-Reaktivitat durch aktivierte Thrombozyten
signifikant reduziert wird. Dieser Effekt war nicht auf den PSMAxXCD3 Antikoérper
beschrankt, sondern auch mit anderen CD3 Antikdrperkonstrukten zu beobachten, wie
beispielsweise dem bereits zugelassenen CD19xCD3 Antikdrper Blinatumomab. Die
Reduktion der durch bispezfische Antikbrper vermittelten T-Zell-Reaktivitat konnte durch
eine pharmakologische Thrombozytenhemmung und insbesondere Blockierung der TGF-
B-Achse verhindert werden.

Zusammengefasst bilden die in den ersten beiden Teilen beschriebenen préklinischen
Untersuchungen mit dem optimierten B7-H3xCD3 Antikérper CC-3 eine
vielversprechende Grundlage fur dessen weitere klinische Entwicklung. Aktuell wird CC-3
nach Richtlinien der Good Manufacturing Practice (GMP) produziert, um die Testung in
einer klinischen Studie zu ermdglichen. Die Ergebnisse des dritten Teils zeigen, dass
Thrombozyten die therapeutische Wirksamkeit von bispezifischen Antikdrpern
beeintrdchtigen konnen, und dass eine Modulation der Thrombozytenfunktion den

Behandlungserfolg verbessern konnte.
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2 Einleitung
2.1 Immunsystem

Der Begriff Immunsystem leitet sich aus dem lateinischen immunis (,rein® frei®,
,unberthrt*) her.! Er umfasst alle Organellen, Zellen und Proteine, die eine Rolle bei der
Eliminierung entarteter korpereigener Zellen spielen sowie hoheren Organismen Schutz
vor Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten bieten. Eine der essentiellsten
Voraussetzungen einer funktionierenden Immunabwehr ist die Fahigkeit, korperfremde
von korpereigenen Strukturen zu unterscheiden. Um den Organismus wirksam zu
schitzen, muss das Immunsystem vier Hauptaufgaben erfillen: |. immunologische
Erkennung, [I. immunologische Effektorfunktionen, [Il. Immunregulation und
IV. immunologisches Gedachtnis. Wie bei anderen Vertebraten lassen sich die
verschiedenen Erkennungs- und Abwehrmechanismen des menschlichen Immunsystems
grob in zellulare und humorale Komponenten gliedern. Innerhalb dieser kann weiter
zwischen angeborener und adaptiver Immunitéat unterschieden werden. Dem humoralen
Immunsystem lassen sich verschiedene l6sliche Faktoren wie Zytokine, Lysozym,
Komplementfaktoren oder Antikérper zuordnen. Das zellulare Immunsystem umfasst die
Leukozyten, welche wie alle Blutzellen aus hamatopoetischen Stammzellen hervorgehen.
Pluripotente Stammzellen differenzieren im Laufe dieses Prozesses entweder zu
myeloischen oder Ilymphatischen Vorlauferzellen aus. Myeloische Vorlauferzellen
differenzieren sich weiter zu Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, Dendritischen
Zellen (DC) oder Mastzellen aus. Lymphatische Vorlauferzellen kénnen weiter in T-Zellen,

B-Zellen und Nattrliche Killer (NK)-Zellen ausdifferenzieren.?®

211 Angeborene Immunitat

Die angeborene Immunitat ist der erste Verteidigungsmechanismus des Organismus,
welcher innerhalb weniger Minuten wirken kann, und dariber hinaus die Initierung und
Steuerung der adaptiven Immunantwort mafgeblich beeinflusst.* ’

Die ersten schitzenden Barrieren werden durch anatomische und physiologische
Strukturen, wie Oberflachenepithelien, gebildet. Die humoralen Komponenten des
angeborenen Immunsystems umfassen antimikrobielle Substanzen (Lysozym) oder
Proteine des Komplementsystems.” & Im aktivierten Zustand sind letztere in der Lage,
fremde Zellen entweder direkt anzugreifen, oder sie mittels Opsonisierung zur
erleichterten Phagozytose zu markieren.® Zytokine werden ebenfalls der humoralen

angeborenen Immunitat zugeordnet und dienen hauptsachlich der Rekrutierung und
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Aktivierung zellularer Immunkomponenten.’® Zu den zellularen Komponenten zahlen
Phagozyten (Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, DC) und NK-Zellen.® 1° Die Aktivitat
von NK-Zellen wird durch ein komplexes Zusammenspiel von aktivierenden und
inhibierenden Rezeptoren gesteuert, welche Liganden auf Zielzellen erkennen. Im
aktivierten Zustand vermitteln NK-Zellen zwei bedeutende Effektorfunktionen: I. die Lyse
von Zielzellen und Il. die Sekretion von Interferon-y (IFN-y).1” Die Zytotoxizitat wird durch
die Freisetzung von membranschadigendem Perforin und proteolytischen Granzymen aus
zytotoxischen Granula ermdglicht.*® Die Apoptose von Zielzellen kann jedoch auch tber
von NK-Zellen exprimierte Todesliganden der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Familie, wie
zum Beispiel TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und FAS-Ligand (FasL)
erfolgen, welche mit den entsprechenden Todesrezeptoren auf Tumorzellen
interagieren. %%

Phagozyten werden wesentlich tber invariante, keimbahncodierte
Mustererkennungsrezeptoren (PPR, pattern recognition receptors) wie die toll-like
receptors (TLR) aktiviert.???> Erkennen die PPR konservierte Strukturmotive auf
pathogenen Mikroorgansimen (pathogen-assoziierte molekulare Muster, PAMP) wird es
den Phagozyten moglich, diese Mikroorganismen aufzunehmen, sie enzymatisch zu
verdauen, sowie eine Entzlindungsreaktion durch Freisetzung immunmodulatorischer
Zytokine auszultsen, unter anderem, um weitere Immunzellen anzulocken.? 26 DC
nehmen hierbei als Antigen-prasentierende Zellen (antigen-presenting cells, APC) eine
besondere Stellung im Zusammenspiel von angeborener und adaptiver Immunitat ein.
Nach der Phagozytose prozessieren sie Antigene, welche daraufhin zusammen mit
kostimulatorischen Molekilen auf ihrer Oberflache préasentiert werden, und Zellen des

adaptiven Immunsystems aktivieren.* 2’

2.1.2 Adaptive Immunitéat

Die adaptive Immunabwehr findet verzogert zur angeborenen Immunabwehr statt.
Allerdings ist sie, aufgrund ihres praktisch unbegrenzten Repertoires an verschiedenen
Antigenrezeptoren, deutlich spezifischer. Durch die somatische Rekombination
keimbahnkodierter Gensegmente wird eine Vielzahl an B-Zell-Rezeptoren (BCR), T-Zell-
Rezeptoren (TCR) und l6slichen Immunglobulinen bereits vor dem Kontakt mit einem
infektibsen Erreger gebildet. Eine weitere Besonderheit der adaptiven Immunabwehr ist
die Fahigkeit, eine andauernde Immunitat des Organismus gegeniber wiederholten
Infektionen mit einem gleichen Pathogen auszubilden. Diese Form der Immunitét wird als
immunologisches Gedachtnis bezeichnet und ermdglicht eine schnellere Aktivierung

antigenspezifischer Immunzellen.
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Die Komponenten der adaptiven Immunantwort werden ebenfalls in zellular und humoral
untergegliedert. Die zellulare adaptive Immunantwort umfasst T-Zellen und B-Zellen.
B-Zellen besitzen die Fahigkeit, freie Antigene Uber ihren BCR aufzunehmen, und diese in
prozessierter Form Uber MHC-Klasse-lI-Molekille den T-Helferzellen zu prasentieren,
welche die B-Zellen stimulieren. Im aktivierten Zustand differenzieren B-Zellen entweder
zu Gedéachtniszellen oder zu Plasmazellen aus. Plasmazellen produzieren dann

antigenspezifische Antikérper fir die humorale Immunabwehr.

2.1.3 T-Zellen

T-Zellen spielen eine tragende Rolle in der adaptiven Abwehr. Sie entwickeln sich im
Thymus und migrieren Uber das Blut in sekundare lymphatische Organe. Reife T-Zellen,
welche noch keinen Kontakt mit ihrem spezifischen Antigenepitop hatten, werden als
naive T-Zellen bezeichnet.” Bei der adaptiven Immunantwort erkennen naive T-Zellen mit
ihren TCR Antigene, welche in Form von Peptiden auf MHC-Molekillen gebunden sind
und differenzieren anschlieend zu T-Effektorzellen. Der TCR besteht aus der TCRa- und
der TCRB-Kette. Jede Kette des a:B-Heterodimers besteht aus einer variablen Region,
einer konstanten Domane und einem kurzen C-terminalen zytoplasmatischen Bereich und
ist Uber eine Disulfidbriicke mit der anderen Kette verbunden.?® Zusammen mit dem
Adapterprotein CD3 und zwei (-Polypeptidketten wird der TCR-Komplex gebildet, welcher
nach Aktivierung eine nachfolgende intrazellulare Signalkaskade auslost.?® *° Dieser
Mechanismus wird unter anderem durch die Auxiliarproteine CD4 und CD8 unterstiitzt.!
Entsprechend der Expression dieser Co-Rezeptoren und ihrer damit verbundenen
Funktion werden T-Effektorzellen in zwei Klassen eingeteilt: CD8* zytotoxische T-Zellen
erkennen auf MHC-Klasse-I-Molekilen prasentierte Peptide und kdnnen in entarteten
oder virusinfizierten Zellen durch Ausschittung von Perforin und Granzymen, oder durch
die Expression des Fas-Liganden, Apoptose induzieren. CD4* T-Helferzellen erkennen
auf MHC-Klasse-II-Molekilen prasentierte Peptide und koénnen anschlieRend in
verschiedene Subpopulationen differenzieren, welche unterschiedliche immunologische
Funktionen austiben. Die wichtigsten Untergruppen sind Twi, Thz, Triz und Ty, die ihre
Zielzellen aktivieren, sowie regulatorische T-Zellen, welche T-Zell-Effektorantworten
hemmen, und fiir eine Gegenregulation sorgen.” 32 3 Der erste Kontakt von naiven T-
Zellen mit ihrem Antigen, die darauffolgende Aktivierung und klonale Expansion wird als
Priming bezeichnet. Die Interaktion zwischen TCR und Peptid:MHC-Komplexen stellt
hierbei das priméare Signal dar, welches jedoch nur zu einer kurzzeitigen Aktivierung der
T-Zelle fuhrt. Fir eine vollstindige Aktivierung ist die Erkennung kostimulierender

Molekule als zweites Signal notwendig. Fehlt dieses zweite Signal, fallen T-Zellen in einen
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inaktiven Zustand, welcher als Anergie bezeichnet wird.3* 3 Eine wichtige Rolle spielen
hierbei beispielsweise die auf APC exprimierten Liganden CD80 und CD86, welche durch
den konstitutiv auf T-Zellen exprimierten Rezeptor der B7-Familie CD28 gebunden
werden.*® 37 Vertreter der TNF-Familie, wie beispielsweise OX-40 spielen ebenfalls eine
wichtige kostimulatorische Rolle.®® ° Im Gegensatz zu CD28 werden sie allerdings erst
nach einem bereits erfolgten priméren Signal auf aktivierten T-Zellen hochreguliert.
Zytokine wie das zu Beginn einer Infektion von Makrophagen ausgeschittete TNF, bilden
das dritte wichtige Signal. TNF fordert die Migration und Aktivierung von Lymphozyten
und das daraufhin gebildete IL-12 induziert die Differenzierung naiver CD4* T-Zellen
sowie Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen, welche daraufhin das autokrin wirkende
IL-2 bilden.*% 4! Die Sekretion von IL-2 fiihrt zur verstarkten Proliferation sowie zur Bildung
von IFN-y und TNF.%2 3 Wird eine naive T-Zelle mittels aller drei Signale aktiviert, fihrt
dies zur klonalen Expansion sowie einer Differenzierung zu Effektorzellen. Wéhrend einer
Immunantwort bilden sich auch zentrale Gedéachtniszellen (central memory cells), welche
sich eher in lymphatischen Organen aufhalten und bei erneutem Kontakt mit ihrem
Antigen als Effektor-Gedachtniszellen (effector memory cells) wieder in das periphere
Gewebe wandern und dort zytotoxisch wirken kénnen.3 44 In den vergangenen Jahren
wurden viele weitere T-Zell-Regulatoren (Checkpoint-Molekiile) entdeckt. Besondere
Aufmerksamkeit erlangte hierbei das von aktivierten T-Zellen exprimierte PD1
(programmed cell death protein 1), welches an der Hemmung der T-Zellantwort beteiligt

ist, und eine UberschieRende Immunantwort verhindert.*®

2.2 Tumorimmunologie

Paul Ehrlich postulierte bereits 1909 die Erkennung und Eliminierung maligner Zellen
durch die ,Schutzvorrichtungen des Organismus“.%® Allerdings war damals wenig tber die
Komponenten und Funktion des Immunsystems bekannt, sodass die Gultigkeit dieser
These schwer zu beurteilen war.*” Etwa 50 Jahre spater fiihrten Thomas und Burnet auf
Grundlage neuer Erkenntnisse, wie dem Nachweis der Existenz von Tumorantigenen, das
Konzept der Immunitberwachung ein. Dieses Konzept besagt, dass das Immunsystem in
der Lage ist, Tumorzellen zu identifizieren und daraufhin zu eliminieren.*8->4

Obwohl das Immunsystem in der Lage ist, einzelne Tumorzellen zu eliminieren, zeigt die
Entwicklung klinisch manifestierter Tumore , dass Tumorzellen in der Lage sind, sich
dieser Uberwachung zu entziehen. Die Theorie der Immuniiberwachung von Tumoren
wurde durch das Konzept des Immunoediting in den letzten Jahren weiter ausgebaut.%%’
Dieses Konzept beschreibt den dynamischen Prozess, in welchem das Immunsystem das

Wachstum eines Tumors durch chronische Entziindungen, Immunselektion schlecht
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immunogener Varianten und Unterdrickung einer Immunantwort fordern kann, und somit
das Fortschreiten der Krankheit ermdglicht.*” Dieser komplexe Vorgang lasst sich in drei
Phasen gliedern: I. Eliminierung, II. Equilibrium und Ill. Evasion. Die Eliminierungsphase
stellt eine Aktualisierung des Immuniberwachungskonzepts dar, bei welcher das
angeborene und das adaptive Immunsystem zusammenarbeiten, um die Entwicklung
eines Tumors zu erkennen und ihn zu eliminieren, bevor er klinisch sichtbar wird. Ist es
Tumorzellvarianten mdoglich, die Eliminierungsphase zu Uberleben, treten sie in die
Equilibriumsphase ein. Wahrend dieser Phase verhindert das adaptive Immunsystem die
Anreicherung weiterer Tumorzellen und halt die verbleibenden in einem funktionellen
Ruhezustand, wodurch das Wachstum okkulter Tumore verhindert wird. Es wird davon
ausgegangen, dass die Equilibriumsphase die langste Phase des Immunoeditings
darstellt, und sich als zweiter stabiler Endpunkt (ber die Lebenszeit des Patienten
erstrecken kann. In der anschliel3enden Evasionsphase treten Tumorzellvarianten, die die
Fahigkeit erlangt haben, der Erkennung und Eliminierung durch das Immunsystem zu
entgehen, als klinisch nachweisbare Tumore auf. Grund fiir den Ubergang in diese Phase
ist, neben anderen Faktoren, die Selektion reduziert immunogener Varianten wahrend der
Equilibriumsphase. Veranderungen der Tumorzellen kdnnen, zum Beispiel durch den
Verlust von Tumorantigenen, zu einer verminderten Erkennung durch das Immunsystem
fuhren.® 57 %8 Zysatzlich kommt es auf Tumorzellen haufig zu einer erh6hten Expression
immunregulatorischer Proteine. Besonders hervorzuheben ist hierbei PDL1, Ligand des
T-Zell inhibierenden Rezeptors PD1.%° Auch erhohte Resistenz gegenliber zytotoxischen
Effektorfunktionen, wie beispielsweise durch Induktion antiapoptotischer Mechanismen,
kann das Wachstum von Tumoren férdern. Ein weiterer Evasionsmechanismus ist die
Generierung eines immunsuppressiven Zustands der Tumormikroumgebung, untere
anderem durch Produktion immunsuppressiver Zytokine wie dem Transforming growth
factor B (TGF-B), IL-10 und der Rekrutierung von regulatorischen Immunzellen.5%-62

Neben anderen Immunzellpopulationen wird insbesondere T-Zellen eine bedeutende
Rolle in der Eliminierung von Tumorzellen, sowie der Aufrechterhaltung der
Equilibriumsphase zugeschrieben.®” % ©  Viele therapeutische Strategien zielen
mittlerweile darauf ab, die Limitationen der nattrlichen Immunantwort zu Gberwinden und
eine ausreichende Antitumor-Reaktion des Immunsystems auszulésen. Diese

Therapiekonzepte werden unter dem Begriff Krebsimmuntherapie zusammengefasst.

2.3 Immuntherapie von Tumorerkrankungen

Das National Cancer Institute definiert eine Immuntherapie als systemische Therapie,

welche das Immunsystem stimuliert oder inhibiert, um Tumorerkrankungen oder
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Infektionen entgegen zu wirken. Immuntherapien haben die Behandlung von
Tumorerkrankungen in den letzten Jahren revolutioniert. Im Gegensatz zu Chemo- und
Strahlentherapien, die auch gesundes Gewebe angreifen, sollen bei einer Immuntherapie
Tumorzellen gezielter bekampft werden.® 8 Man unterscheidet hierbei drei verschiedene
immuntherapeutische Ansatze: passive Immuntherapien, welche per se eine intrinsische
antineoplastische Aktivitat besitzen; aktive Immuntherapien, die ihre volle Wirkung Uber
die Aktivierung des Wirtsimmunsystems entfalten; und adoptive Zelltransfers.

Bei einer aktiven Vakzinierung wird eine adaptive Immunantwort durch die Applikation von
Tumorantigenen induziert. In den Anfangen wurden hierfur Zelllysate autologer oder
allogener Tumorzellen injiziert, wahrend heutzutage eine Vielzahl an Plattformen fur die
Antigengabe, wie beispielsweise synthetische Peptide, Viren, DC oder DNA/RNA,
eingesetzt werden.? Das erste durch die Food and Drug Administration (FDA)
zugelassene therapeutische Tumorvakzin ist Sipuleucel-T (Provenge®, wurde inzwischen
vom Markt genommen), welches fir die Behandlung eines fortgeschrittenen
Prostatakarzinoms eingesetzt wird. Es handelt sich hierbei um eine zellulare
Immuntherapie, bei welcher patienteneigene PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells,
mononukleare Zellen des peripheren Blutes) mit einem rekombinanten Protein, bestehend
aus dem prostataspezifischen Antigen PAP (prostataspezifische saure Phosphatase) und
dem Adjuvans GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor), fur
48 h inkubiert und anschlieRend dem Patienten wieder infundiert werden.®

Beim adoptiven Zelltransfer werden dem Patienten gegen den Tumor gerichtete
Immunzellen verabreicht. Neben autologen tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) und
T-Zellen mit verandertem T-Zell-Rezeptor haben inshesondere CAR- (chimeric antigen
receptor) T-Zellen groRe Aufmerksamkeit erregt.®® Bei dieser Methode wird fir einen
membranstandigen Rezeptor kodierende DNA mittels Transfektion in autologe T-Zellen
des Patienten eingebracht. Der membranstandige Rezeptor setzt sich aus der
Tumorantigen-spezifischen Doméane eines Antikorpers sowie T-Zell stimulierenden und
haufig auch kostimulierenden Signaldomanen zusammen.®” ® In den Patienten
reinfundiert, erkennen CAR-T-Zellen Tumorantigene MHC-unabhéngig und kodnnen
daraufhin mit Proliferation, zytotoxischer Aktivitdt und Zytokinsekretion reagieren. Im
August 2018 wurden die ersten beiden CAR-T-Zell-Therapeutika in Europa fur die
Behandlung h&matologischer Erkrankungen zugelassen, und zeigen bei den Patienten
eine signifikante therapeutische Wirkung.5% ©

Ein weiterer therapeutischer Ansatz, welcher sich in den letzten Jahren sehr erfolgreich in

der Tumorimmuntherapie etabliert hat, ist der Einsatz von Antikérpern. Bereits 1997
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wurde Rituximab als erster therapeutischer Antikorper zur Behandlung von B-Zell Non-

Hodgkin-Lymphomen zugelassen.”

2.4 Antikorper

Antikorper, auch Immunglobuline genannt, sind eine wichtige Komponente der humoralen
Immunabwehr. Auf der Oberflache von B-Zellen in membrangebundener Form exprimiert,
stellen sie einen Teil des B-Zell-Rezeptors (BCR) dar. Des Weiteren werden Antikdrper
von Plasmazellen als l8sliche Proteine produziert und sezerniert. Durch die Bindung von
Antigenen kénnen sie Krankheitserreger, wie Viren und Bakterien, neutralisieren und
zellulare Komponenten des Immunsystems dabei unterstitzen, diese anzugreifen.
Antikdrper kénnen gegen eine Vielzahl von chemischen Strukturen, wie beispielsweise
(Glyko-)Proteine und Polysaccharide, gebildet werden.” Wie bereits 1900 von Paul Ehrlich
postuliert, beruht die Bindung zwischen Antikérper und Antigen auf dem Schlissel-
Schloss-Prinzip.”? Hierbei wird eine bestimmte Region des Antigens (Epitop) durch die
Antigenbindestellen des Antikérpers (Paratop) erkannt.® 72 Auf die Strukturen von
Antikdrpern wird im nachfolgenden Kapitel eingegangen.

24.1 Struktur von Antikorpern

Antikorper sind Glykoproteine, die aus vier kovalent verbundenen Polypeptidketten
zusammengesetzt sind, die entsprechend ihres Molekulargewichts als leichte (25 kDa)
oder schwere (50 kDa) Ketten bezeichnet werden. Die schweren Ketten sind kovalent
Uber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden. Die leichten Ketten sind Uber jeweils
eine Disulfidbriicke an eine schwere Kette geknlpft, wodurch die antikorpertypische Y-
Form entsteht (Abbildung 1).”® Die Cul-und Cu2-Doméne sind bei IgG Antikorpern mittels
einer flexiblen Gelenkregion verbunden. Diese bewegliche Struktur kann, durch
proteolytische Spaltung mit Hilfe des Enzyms Papain, in zwei identische, antigenbindende
Fragmente (Fab, fragment antigen binding) sowie das Fc-Fragment (Fc, fragment

crystallizable) gespalten werden.’ 7
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Abbildung 1. Aufbau eines humanen IgG1l Antikdrpers. Vu: variables Fragment der schweren

Kette, Vi.: variables Fragment der leichten Kette, Cn: konstantes Fragment der schweren Kette,
C.: konstantes Fragment der leichten Kette, Fab: fragment antigen binding, Fc: fragment

crystallizable. Erstellt mit BioRender.com.

Die leichte Kette kann in eine konstante (C.) und eine N-terminale variable (V) Doméane
unterteilt werden. Die schwere Kette eines IgG1 Antikorpers setzt sich aus drei relativ
konservierten (Cul, Cu2, Cn3) Domanen sowie, analog zur leichten Kette, einer N-
terminalen variablen (VH) Domane zusammen. Die variablen Regionen der leichten und
schweren Kette enthalten drei hypervariable Regionen (CDR1-3, complementarity
determining region). Die CDRs sind von Geriistregionen (framework-Regionen) umgeben,
welche die raumliche Konformation der variablen Domane festlegt. Die
zusammengelagerten Domanen VH und VL, beziehungsweise die Kombination der
entsprechenden CDRs, bilden zusammen das Paratop.” & 7® Die Sequenzvielfalt der
CDRs und die damit einhergehende enorme Anzahl moglicher Antigenspezifitaten
entsteht durch die somatische Rekombination. Hierbei werden bestimmte Gensegmente
(Vu: V,D,J; Vi V,J), welche zudem in mehreren Kopien vorliegen, zufallig
zusammengefligt und somit eine enorme Anzahl unterschiedlicher Kombinationen
generiert.””® Durch das Hinzufigen und Entfernen von Nukleotiden an den
Verbindungsstellen neu angeordneter Gensegmente entsteht zudem eine Vielzahl
unterschiedlicher Verbindungsstellen.®°® Die Kombination verschiedener Vy- und V.-
Doméanen erhoht die Vielfalt zusatzlich, wodurch das Immunsystem in der Lage ist ca.
10! verschiedene Antigene zu erkennen. Das Spezifitatenrepertoire wird wahrend der
Affinitatsreifung durch das Auftreten von Punktmutationen innerhalb der rekombinierten
VDJ-Gene weiter vergrolRert. Dieser Prozess wird als somatische Hypermutation

bezeichnet.? 7681
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Wahrend leichte Ketten lediglich in zwei Subklassen (A und k) eingeteilt werden und
keinen Einfluss auf die Funktion eines Antikérpers haben, bestimmt die Art der schweren
Kette den Isotyp und damit die Funktion eines Antikorpers. Man unterscheidet die Klassen
y, 6, a, g oder g, welche die Zugehorigkeit eines Antikérpers zu einer der flnf
Isotypklassen IgG, IgD, IgA, IgM oder IgE definieren. Diese Isotypen grenzen sich
untereinander nicht nur hinsichtlich ihrer Struktur ab, sondern auch in ihrer Verteilung im
Korper sowie ihrer funktionellen Eigenschaften. IgG- und IgM-Molekille befinden sich
hauptsachlich im Blut, wobei IgG-Molekile im Gegensatz zu den grof3en, pentameren
IgM-Molekilen auch aus dem BlutgefaRsystem hinaus und in extravaskulares Gewebe
hinein diffundieren kénnen. Aufgrund dieser Eigenschaft, ihrer vergleichsweise langen
Serumhalbswertszeit und ihrem breiten Spektrum an Effektormechanismen wird far

therapeutische Antikdrper bevorzugt der 1gG-Isotyp verwendet.® 7682

2.4.2 Effektormechanismen von IgG Antikérpern

Antikdrper haben natirlicherweise die Funktion, den Organismus vor Pathogenen zu
schitzen. Hierbei kdnnen sie sowohl direkte, als auch indirekte Effektorfunktionen
ausfuhren.8?

Direkte Wirkmechanismen werden in erster Linie durch die Bindung eines Antikdrpers an
sein Antigen vermittelt und sind somit Fc-Teil- sowie Isotyp-unabhéngig. Binden
antagonistische Antikorper an ihr Antigen, kbnnen Rezeptor-Ligand-Interaktionen blockiert
werden, wohingegen die Bindung agonistischer Antikdrper eine Signaltransduktion
stimulieren kann.® 7®

Indirekte Wirkmechanismen werden durch den Fc-Teil vermittelt. Bindet ein Antikorper
sein auf der Zielzelle liegendes Antigen, konnen Uber den Fc-Teil Effektormolekiile oder
Effektorzellen zur entsprechenden Zielzelle rekrutiert werden. Die Komplement-vermittelte
Zytotoxizitat ist ein zellunabhéngiger Prozess und wird induziert, indem sich der
Komplementfaktor C1q an den Fc-Teil mindestens zweier, auf der Zielzelloberflache
immobilisiert vorliegender 1gG-Molekiile lagert. Dies fiihrt zur Bildung eines Membran-
Angriff-Komplexes (MAC, membrane-attack complex), was die Lyse der entsprechenden
Zielzelle auslost.® 7683

Ein weiterer Fc-Teil vermittelter Mechanismus ist die Aktivierung und Rekrutierung
immunologischer Effektorzellen. Dies wird durch die Interaktion des Fc-Teils mit den auf
Effektorzellen exprimierten IgG-spezifischen Fc-Rezeptoren (FcyR) ausgeldst. Die FcyR
Familie wird in drei Hauptklassen (FcyRI, FcyRII, Fcylll) eingeteilt, die weitere Subtypen
umfassen. Bei FcyRI, FcyRlla, FcyRllc und FcyRllla handelt es sich um aktivierende

Rezeptoren, wahrend FcyRIIb inhibitorisch wirkt. FcyR werden mit Ausnahme von of3-T-
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Zellen von allen hamatopoetischen Zellen exprimiert. Die meisten Zellen exprimieren
sowohl aktivierende als auch inhibierende Fcy-Rezeptoren. Die einzigen Ausnahmen
bilden B-Zellen, welche nur den inhibierenden FcyRIIb tragen, und NK-Zellen, welche den
aktivierenden FcyRllla (und bei 30% der Bevolkerung auch den FcyRlIc) exprimieren.® 76
84 8 Unter anderem aufgrund der Eigenschaft, nur den aktivierenden FcyR zu
exprimieren, gelten NK-Zellen als die wichtigsten Effektorzellen der Antikdrper-
vermittelten Lyse (ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity) im Menschen. Durch
die Bindung immobilisierter 1IgG-Molekile kommt es zur Kreuzvernetzung des FcyRllla,
wodurch die NK-Zelle zytotoxische Effektormolekile, wie Perforin und Granzym B,
ausschuttet, was zur Zielzelllyse fiihrt.2 8 Neben NK-Zellen kdnnen auch yd-T-Zellen,
Naturliche Killer-T-Zellen (NKT), Monozyten und Makrophagen ADCC vermitteln.8” Des
weiteren konnen Makrophagen, Monozyten und Granulozyten (insbesondere Neutrophile)
durch Antikorper opsonisierte Zielzellen Uber ihren FcyRlla erkennen und phagozytieren.
Dieser Mechanismus wird als Antikorper-vermittelte  zellulare  Phagozytose

bezeichnet.88 89

2.4.3 Antikdrperbasierte Immuntherapie von Tumorerkrankungen

Bereits Paul Ehrlich postulierte Antikdrper als perfekte magic bullets (zu Deutsch:
Zauberkugeln) fur die zielgerichtete Behandlung von Krankheiten. Der Grundstein fur die
Herstellung und Verwendung therapeutischer Antikbrper wurde 1975 durch die von Kéhler
und Milstein eingefiihrte Hybridomtechnologie, und der damit einhergehenden
Mdglichkeit, monoklonale Antikorper mit definierter Spezifitat herzustellen, gelegt.® % Der
erste auf diesem Weg hergestellte und zugelassene Antikérper war ein muriner CD3
Antikérper (Muromonab-CD3) zur Pravention von TransplantatabstoBungen.®* Es folgte
eine ganze Generation klinisch eingesetzter muriner monoklonaler Antikorper, allerdings
war ihre Wirksamkeit, aufgrund ihrer schwachen Kreuzreaktivitdt mit menschlichen Fc-
Rezeptoren, nur gering.® °2 Des Weiteren reagierte das humane Immunsystem mit der
Bildung spezifischer Antimaus-Antikorper (HAMA, Human-Anti-Mouse Antibodies),
wodurch die Wirksamkeit der murinen monoklonalen Antikérper verringert wurde.®

Die Etablierung neuer Technologien, wie beispielsweise die rekombinante DNA-
Technologie, ermdglichten es zunehmend, murine Antikdrperteile durch humane zu
ersetzen. Zunachst wurden chiméare Antikérper mit humanem Fc-Fragment produziert.%
Ein sehr bekanntes Beispiel fir einen chiméren Antikérper ist der CD20 Antikérper
Rituximab, welcher groRe Erfolge bei der Behandlung maligner B-Zelllymphome erzielt.%
Weitere molekularbiologische Entwicklungen ermdéglichten es, die CDRs muriner

Antikorper in ein humanes Antikdrpergertst einzubetten, und so humanisierte Antikorper
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zu generieren.®® Diese Antikorper sind im Vergleich zu chimaren Antikérpern weniger
immunogen, jedoch besteht die Gefahr einer Verringerung der Antigenaffinitat durch
Beeintrachtigung der Antigenbindestelle.® Neuere Technologien erméglichen mittlerweile
die Generierung vollstandig humaner Antikérper. Hierzu gehdren die Immunisierung
transgener Mause, bei denen die Genloci, welche fur die schwere und leichte Kette
kodieren, gegen humane Homologe ausgetauscht wurden, sowie die Phagen-Display
Technologie.® %7

Der Grof3teil immuntherapeutischer Antitumor-Antikorper Iasst sich in zwei Hauptklassen
einteilen: |. Konstrukte, die gegen Molekule auf Immunzellen gerichtet sind, um eine durch
den Tumor induzierte Immunsuppression zu tUberwinden, sowie Il. Konstrukte, die gegen
tumorassoziierte Antigene (TAA) gerichtet sind, um Tumorzellen gezielt durch
Immunzellen zerstéren zu lassen.® % %

Bekannte Beispiele der ersten genannten Klasse sind gegen PD1/PD-L1 oder CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4) gerichtete Checkpoint-Inhibitoren, wie
Ipiimumab  oder  Pembrolizumab.  Checkpoint-Inhibitoren  verbesserten  die
Behandlungsmadglichkeit vieler Tumorerkrankungen, wie dem metastasierten Melanom
und Lungenkarzinom, erheblich. Ein limitierender Faktor ist jedoch, dass oft nur
spezifische und/oder kleine Patientengruppen davon profitieren.’®® Des Weiteren fallen
auch Antikorper, die gegen stimulierende Checkpoint-Molekile, wie 4-1BB oder OX40,
gerichtet sind, in diese Klasse.10 102

Eine Untergruppe der zweiten aufgefuihrten Klasse sind klassische monospezifische
Antitumor-Antikorper, wie der bereits erwdhnte Antikdrper Rituximab. Weitere bekannte
Beispiele dieser Klasse sind der gegen Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
Typ 2 (HER2) gerichtete Antikdrper Trastuzumab, der flr die Behandlung von HER2-
positivem Brustkrebs eingesetzt wird, sowie der gegen epidermal growth factor receptor
(EGFR) gerichtete Antikérper Cetuximab, welcher fur die Behandlung von metastasierten
Darmtumoren und Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt wird. Da das Fc-Fragment wesentlich
zur Effektorfunktion dieser Antikorperklasse beitragt, zielen verschiedene Ansatze darauf
ab, die Wechselwirkung mit Fc-Rezeptoren zu optimieren. Ein haufig gewéhlter Ansatz ist
der gezielte Austausch von Aminosauren, um eine erhohte Affinitdt des Fc-Fragments zu
aktivierenden Fcy-Rezeptoren zu erreichen. Der Firma Xencor gelang es durch zwei
Aminosauresubstitutionen (S239D/I332E) die ADCC bzw. ADCP um das 100-fache zu
steigern.’®® Ein alternativer Ansatz zur Verbesserung der Affinitat ist die
Glykosylierungsoptimierung. Ein Beispiel hierfur ist der glykooptimierte CD20 Antikorper
Obinutuzumab, welcher, verglichen mit Rituximab, verbesserte Ergebnisse bei der

Behandlung von CLL-Patienten erzielen konnte.'* Darliber zielen weitere Anséatze, wie



18 Einleitung

beispielsweise Immunkonjugate, darauf ab, die Wirksamkeit von Antikorpern zu erhéhen.
Immunkonjugate sind Antikérper, welche mit immunstimulierenden Zytokinen,
Radionukleotiden oder zytotoxischen Wirkstoffen ausgestattet werden. Antikdrper, an
welche zytotoxische Wirkstoffe gekoppelt sind, werden auch als Antikdrper-Wirkstoff-
Konjugate (ADC, Antibody-drug-conjugate) bezeichnet. Ein Beispiel fir diese Untergruppe
ist das CD22 bindende ADC Inotuzumab Ozogamicin, welches zur Behandlung der akut
lymphatischen B-Zell-Leukamie (B-ALL) zugelassen ist.® 1% Limitierend fir die Effektivitat
von immuntherapeutisch wirksamen Antitumor-Antikdrpern ist haufig die Anzahl von
Effektorzellen sowie die mangelhafte Interaktion dieser Zellen mit den Antikérpern. 106 107

Ein potenziell effektiverer Ansatz welcher auch die Mobilisierung von T-Zellen als
potentesten Komponenten des Immunsystems ermdglicht, ist die Generierung

bispezifischer Antikorper.

244 Bispezifische Antikorper

Bispezfische Antikoérper sind in der Lage, gleichzeitig an ein TAA und ein
immunstimulatorisches Antigen zu binden, und somit Effektorzellen direkt am Tumor zu
aktivieren. Ein groRRer Vorteil hierbei ist, dass bispezifische Antikorper fur die Aktivierung
fast jeder Effektorzellpopulation genutzt werden kénnen. NK-Zellen, Monozyten und
Makrophagen kénnen durch die Bindung an CD16 und neutrophile Granulozyten Uber die
Bindung an CD64 rekrutiert und aktiviert werden.®® Besonders hervorzuheben ist, dass
T-Zellen, welche aufgrund fehlender Fc-Rezeptoren nicht von den bereits beschriebenen
monospezifischen Antitumor-Antikorper aktiviert werden kdnnen, von bispezifischen
Antikorpern, Uber die Bindung an CD3, rekrutiert und aktiviert werden kdnnen.1% 109
T-Zellen stellen, aufgrund ihrer Fahigkeit zur starken Proliferation sowie ihrem hohen
zytotoxischen Potenzial, die potenteste Klasse immunologischer Effektorzellen dar. Die
simultane Bindung bispezifischer Antikdrper an ihr TAA und den CD3-Rezeptor fihrt zu
einer Quervernetzung des Rezeptors und damit zur Aktivierung der T-Zelle. Die Bindung
von CD3 ermdglicht demnach eine MHC-unabhangige Auslosung von T-Zell-
Effektormechanismen.’® Der erste zugelassene T-Zell stimulierende bispezifische
Antikorper war der EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) und CD3 bindende
Antikérper Catumaxomab, welcher 2009 fur die Behandlung von malignem Aszites
zugelassen wurde.'*! Da Catumaxomab ein intaktes Fc-Fragment besitzt, aktiviert er
zusatzlich tber die Bindung an FcyRI und FcyRllla dendritische Zellen, NK-Zellen und
Makrophagen. Der bispezifische Antitumor-Antikérper Blinatumomab, welcher CD3 und
CD19 bindet, wurde 2014 fiir die Behandlung von ALL zugelassen.!'? Blinatumomab ist

ein sogenannter bispecific T-cell engager (BiTE) und besteht aus zwei single chain
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fragment variable (scFv)-Fragmenten. Hierbei handelt es sich um eine Kkleinste
antigenbindende Einheit, bei welcher die Vu- und Vi -Domanen Uber einen Peptidlinker
verbunden sind.!** Im Jahr 2022 wurde ein zweites bispezifisches Molekil namens
Tebentafusp zur Behandlung von Aderhautmelanomen zugelassen. Tebentafusp ist ein
sogenanntes Immune mobilizing monoclonal T-cellreceptors against cancer (ImMmTAC)-
Molekil, welches aus einem l6slichen, HLA-A*02:01 spezifischen TCR und einer anti-
CD3-scFv-Effektordomane besteht.!

In den letzten Jahren wurden zahlreiche neue Antikorperformate generiert, die sich in
GrolRe, Pharmakokinetik, Halbwertszeit, Tumorpenetration sowie der Anzahl der
Antigenbindestellen unterscheiden (Abbildung 2).2% Die Wahl des Formats hat eine
wichtige Bedeutung fir den Therapieerfolg eines therapeutischen Antikorpers. So
zeichnen sich BIiTE-Formate aufgrund ihrer geringen GréRe (circa 60 kDa) durch eine
gute Gewebepenetration und einen verbesserten Zugang zum Antigen aus. Jedoch hat
dieses Format aufgrund des fehlenden Fc-Fragments eine deutlich verringerte
Serumhalbwertszeit, weswegen hier haufig Dauerinfusionen notwendig sind.'* Neben der
Wahl des richtigen Antikdrperformats ist die Auswahl des Tumorantigens von enormer

Bedeutung flr den therapeutischen Erfolg.
C
F

Abbildung 2. Aufbau verschiedener bispezifischer Antikdrperformate.

A B

A: Monospezifischer 1gG  Antikorper.  B: Bispezifischer IgG  Antikdrper  (Quadroma).
C: bispezifischer IgGsc-Antikdrper. D: chemisch konjugiertes und bispezifisches F(ab‘).-Fragment.
E: scFv . F: BiTE. Erstellt mit BioRender.com.
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2.5 B7-H3 als tumorassoziiertes Antigen

B7-H3 (B7 Homolog 3), auch bekannt als CD276, ist ein Mitglied der B7-Molekulfamilie.
Es kann entweder als Transmembranprotein oder als ldsliche Isoform vorliegen. In seiner
membrangebundenen Form ist B7-H3 ein Typ-I-Transmembranprotein, welches aus einer
extrazellularen Domane, einer Transmembrandoméane und einer kurzen intrazellularen
Doméane besteht. Im Menschen besteht die extrazellulare Doméne, aufgrund einer
Exonduplikation, aus zwei identischen Paaren, welche jeweils eine variable
Immunglobulindoméane und eine konstante Domane umfassen.!® 17 Wahrend B7-H3-
MRNA in den meisten gesunden Geweben exprimiert ist, wird das B7-H3-Protein,
aufgrund posttranskriptionaler Regulation durch miRNAs, nur in sehr begrenztem Umfang
exprimiert.1’® 119 Der Rezeptor von B7-H3 ist unbekannt und die immunregulatorische
Rolle von B7-H3 wird noch diskutiert. Urspriinglich wurde B7-H3 als notwendig fir die
Kostimulation von T-Zellen angesehen.'?122 Dennoch gibt es Anzeichen, dass B7-H3
eine inhibierende Rolle in der adaptiven Immunabwehr spielt. So konnte gezeigt werden,
dass B7-H3 sowohl die Aktivierung von CD4* und CD8* T-Zellen als auch die
Zytokinfreisetzung verringert.’?>1% Die Rolle von B7-H3 in der Tumorentstehung ist
ebenso umstritten.1?6-12° Jedoch wurde die Expression von B7-H3 auf einer Vielzahl von
Tumorentitaten nachgewiesen. Hierzu gehdren unter anderem Lungenkarzinome,
Ovarialkarzinome und gastrointestinale Tumore, wie kolorektale Karzinome,
Leberkarzinome, Pankreaskarzinome sowie Magenkarzinome.'*%13® Die Expression von
B7-H3 auf Tumorgewebe wird des Weiteren mit einem aggressiven Krankheitsverlauf
sowie einer schlechten Krankheitsprognose in Verbindung gebracht.’32 133136 Dariiber
hinaus wird B7-H3 nicht nur auf Tumorzellen, sondern auch auf dem Gefal3system von
Tumoren  exprimiert.’¥”  Somit konnte die Verwendung von B7-H3 als
immuntherapeutisches Zielantigen den Zugang von Immunzellen zum Tumor erleichtern,
was die Attraktivitat dieses Molekils als Zielantigen fir solide Tumorentitaten, wie

gastrointestinale Tumore, weiter unterstreicht.

2.6 Gastrointestinale Tumore

Maligne Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts gehdren zu den haufigsten
Tumorentitdten und machen weltweit 26% aller Tumorerkrankungen sowie 35% aller
tumorbedingten Todesfdlle aus. Da sich diese Arbeit unter anderem mit einem
bispezifischen Antikérper fur die Behandlung von kolorektalem Karzinom sowie Leber-,
Pankreas- und Magenkarzinom befasst, werden diese Entitaten sowie hierfur

zugelassene Therapiemoglichkeiten nachfolgend néher behandelt.
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2.6.1 Kolorektales Karzinom

Der Begriff kolorektales Karzinom umfasst Tumore des Dickdarms (Kolon) und des
Mastdarms (Rektum). Bei Frauen ist es die zweithaufigste und bei Mannern die
dritthdufigste Tumorerkrankung, wobei Manner in absoluten Zahlen haufiger betroffen
sind.’® Zu den Risikofaktoren gehoren, neben genetischen Ursachen, Faktoren wie
zunehmendes Alter, Ubergewicht, Bewegungsmangel, ungesunde Erndhrung, Rauchen
sowie entziindliche Darmerkrankungen.'®® Das Fortschreiten der Erkrankung wird in die
Stadien 0 bis IV nach TNM-Richtlinien entsprechend der Tumorgrof3e (T), dem Befall von
Lymphknoten (N) und dem Vorliegen von Metastasen (M) eingeteilt.'*° Fur Patienten mit
einem lokalen kolorektalen Karzinom sind die Uberlebensraten mit 70-90% sehr hoch. Die
Prognose fir Patienten mit metastasierender Erkrankung ist jedoch mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von ~12,5% immer noch sehr schlecht.® 4% 142 Dje Therapie umfasst
klassischerweise die Entfernung des malignen Gewebes, Strahlentherapie sowie
systemische Behandlung mit Chemotherapeutika, wie Fluoropyrimidine, Oxaliplatin oder
Capecitabine.  Metastasierende  kolorektale  Karzinome werden zudem  mit
Kinaseinhibitoren, wie Regorafenib (Multikinaseinhibitor) und Vemurafenib (BRAF-
Inhibitor), und Immuntherapeutika behandelt. Zu Letzteren gehoren der gegen den
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) gerichtete Antikérper Bevacizumab,
die gegen EGFR gerichteten Antikdrper Cetuximab und Panitumumab sowie die
Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab, Pembrolizumab und Ipilimumab.® 13 142 Mit Ausnahme
von Bevacizumab kommt jedoch nur ein geringer Anteil an Patienten fur diese
immuntherapeutischen Ansatze in Frage. So sind Checkpoint-Inhibitoren nur fir Patienten
mit metastasierenden kolorektalen Karzinomen zugelassen, welche eine Mikrosatelliten-
Instabilitat (MSI-H, High Mircosatellite Instability) oder Defekte der homologen DNS-
Reparatur (dAMMR, Mismatch Repair Deficiency) aufweisen. EGFR Antikdrper werden nur
bei Patienten ohne RAS (rat sarcoma) -Mutationen angewandt.® 43 144 Aufgrund dessen
besteht ein dringender Bedarf an neuen immuntherapeutischen

Behandlungsmaoglichkeiten.

2.6.2 Leberkarzinom

Trotz grol3er Fortschritte in den letzten Jahren verursacht das Leberkarzinom immer noch
sehr hohe Sterbezahlen.?*® In den meisten Fallen leiden Patienten bereits im Voraus an
einer chronischen Lebererkrankung (CLD, Chronic Liver Desease), die in der Regel
bereits das Stadium der Leberzirrhose erreicht hat. Weltweit ist das Hepatitis-B-Virus
nach wie vor die haufigste Ursache fur eine CLD, gefolgt von alkoholischen

Lebererkrankungen sowie nichtalkoholischen Fettlebererkrankungen.*¢ Da die bereits
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bestehende CLD den klinischen Zustand von Leberkarzinompatienten stark mitbestimmt,
ist die TNM-Skala nicht ausreichend, um eine bestehende Erkrankung in Stadien
einzuteilen, und Prognosen zu stellen. Derzeit wird vorwiegend die Barcelona-
Klassifikation (BCLC, Barcelona Clinic Liver Cancer) genutzt, welche sowohl die
Leberfunktion als auch den Allgemeinzustand des Patienten (ECOG-Status, Eastern
Cooperative Oncology Group) miteinbezieht.14” Chirurgische Eingriffe, wie die Resektion,
Transplantation und in einigen Féllen die Ablation, sind aktuell die einzigen kurativen
Behandlungsmadglichkeiten, jedoch sind diese Ansatze in fortgeschrittenen Stadien nicht
moglich.1%% 148 Die Kinaseinhibitoren Sorafenib, Lenvatinib, Regorafenib und Cabozantinib
verzeichnen nur begrenzte Erfolge.}*®1%2 Bislang sind der VEGFR2 bindende Antikorper
Ramucirumab sowie Bevacizumab, in Kombination mit dem PD-L1 Antikorper
Atezolizumab, die einzigen zugelassenen antikdrperbasierten Therapien. Allerdings ist die
Behandlung mit Ramucirumab auf Patienten mit sehr hohen Konzentrationen des
Tumormarkers  Alpha-Fetoprotein  beschrankt.’®* Die  Kombinationstherapie  mit
Bevacizumab und Atezolizumab zeigt, verglichen mit Sorafenib, eine grossere
Wirksamkeit und wird derzeit als bevorzugte Erstlinientherapie bei nicht operablen
Leberkarzinomen empfohlen, dennoch sind die Therapieerfolge immer noch sehr

limitiert.1%°

2.6.3 Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist eine hoch aggressive Entitat mit sehr schlechter
Gesamtprognose und Mortalitatsraten, die nahezu den Inzidenzraten entsprechen. Man
unterscheidet zwischen exokrinen Tumoren, welche 93% aller Pankreaskarzinome
ausmachen, und neuroendokrinen Tumoren. Die haufigste Form ist das duktale
Adenokarzinom, welches in den Gangen der Bauchspeicheldriise entsteht.® Die
genauen Ursachen sind nicht aufgeklart, aber es scheinen Geschlecht und Alter mit der
Entstehung eines Pankreaskarzinoms assoziiert zu sein.'®® 157 Darliber hinaus erhéhen
Faktoren, wie Rauchen, Fettleibigkeit, Diabetes oder berufliche Risikofaktoren die
Wahrscheinlichkeit  fir die Entstehung einer Genmutation, die zu einem
Pankreaskarzinom fiihren kann.'®® Die Mehrheit der Patienten wird erst diagnostiziert,
wenn ihre Erkrankung bereits lokal fortgeschritten oder metastasiert ist. Dies ist durch das
Fehlen spezifischer Frihsymptome sowie dem Mangel an Friherkennungstests
begrindet. Die Diagnose basiert hauptséachlich auf Bildgebung, was durch die
anatomische Lage des Pankreas erschwert ist.’®® Die einzige potenziell kurative
Behandlungsoption ist die chirurgische Resektion, wofir allerdings weniger als 20% der

Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose qualifizieren.’®® Bei Patienten mit einer
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fortgeschrittenen Erkrankung wird in der Regel eine systemische Chemotherapie
(FOLFIRINOX oder eine Kombination aus Gemcitabin mit Nab-Paclitaxel) als
Erstlinientherapie eingesetzt, mit Ansprechraten von lediglich 32%.1%% 160-162 Zje|gerichtete
Therapien konnten die Behandlungsmoglichkeiten bis jetzt auch nur geringfligig
verbessern. Die Kombination aus Gemcitabin mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib
erzielte eine leichte Verbesserung der Uberlebensdauer in einem nicht vorselektierten
Patientenkollektiv.'%® Checkpoint-Inhibitoren zeigten bis jetzt nur bei Patienten mit
Mikrosatelliteninstabilitat einen klinischen Nutzen, und der PARP-Inhibitor Olaparib ist nur
fur Patienten mit BRCA-Mutation zugelassen. %+ 16 Dies unterstreicht den dringenden
Bedarf an neuen Therapiemoglichkeiten.

264 Magenkarzinom

Magenkarzinome stellen weltweit die vierthdufigste tumorbedingte Todesursache dar,
wobei Manner etwa doppelt so haufig erkranken wie Frauen.'® 167 |n den meisten Fallen
treten Magenkarzinome in den distalen Regionen des Magens auf, lediglich 18%
entstehen in der Kardia. Wahrend kardiale Magenkarzinome mit gastrodsophagealem
Reflux und Adipositas in Verbindung gebracht werden, sind 90% der nicht-kardialen
Karzinome auf eine Helicobacter pylori-Infektion zurtickzufiihren. In beiden anatomischen
Unterbereichen stellen Rauchen, starker Alkoholkonsum sowie der Verzehr gepokelter
Lebensmittel zusatzliche Risikofaktoren dar.%®10 Die Diagnose wird nach einer
endoskopischen Biopsie anhand histologischer Befunde gestellt. Das Stadium der
Erkrankung wird anschlieRend mittels CT, endoskopischem Ultraschall, PET sowie
Laparoskopie festgestellt und anhand der TNM-Skala klassifiziert.!’* In frilhen Stadien
stellt die kurative Resektion mit oder ohne perioperative Chemotherapie die
Standardbehandlung dar. Die Standardtherapie von inoperablen oder metastasierten
Magenkarzinomen sind Chemotherapien und Trastuzumab fur HER2 positive Tumore.
Daruber hinaus sind Ramucirumab und Nivolumab als Zweitlinientherapie fir
fortgeschrittene Magenkarzinome zugelassen, wobei die Ansprechrate von Nivolumab nur
sehr gering ist.1’#17* Eine Behandlung mit Pembrolizumab ist lediglich fur Patienten mit
MSI-H, dMMR oder hoher Tumormutationslast (TMB-H, high tumor mutational burden)

oder in Kombination mit Trastuzumab fir HER2-positive Tumore zugelassen.’>177

Obwohl immuntherapeutische Strategien, wie Checkpoint-Inhibitoren und bispezifische
Antikorper, bemerkenswerte Wirksamkeiten in der Behandlung von Tumorerkrankungen
erreichen koénnen, sind langfristige Remissionen, sowohl in den beschriebenen

gastrointestinalen Entitdten als auch in den meisten anderen Tumorentitaten, nach wie
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vor selten. Wie Dbereits in Kapitel 2.2 beschrieben, wurden verschiedene
Evasionsmechanismen identifiziert, durch die Tumorzellen einer effektiven Immunantwort
entkommen koénnen. Neben den bereits genannten Mechanismen kdnnen auch
Thrombozyten die Umgehung einer Antitumor-Immunantwort férdern, indem sie die

Funktion von Immunzellen beeintrachtigen.

2.7 Thrombozyten

Thrombozyten sind kernlose Zellfragmente und stellen einen wichtigen Bestandteil der
Hamostase dar. Sie entstehen aus Megakaryozyten, welche wiederum, unter Regulation
des Wachstumsfaktors Thrombopoetin, aus der myeloischen Reihe der Hamatopoese
hervorgehen.’® 17° Reife Megakaryozyten bilden pseudopodienartige zytoplasmatische
Auslaufer, sogenannte Propléattchen, woraufhin es in den Sinusoiden des Knochenmarks
zur Freisetzung von groReren Zellfragmenten kommt.1’® 189182 Dyrch Scherstress
entstehen aus diesen Zellfragmenten schlieBlich Thrombozyten. Taglich entstehen
insgesamt circa 10*' Thrombozyten, wobei ein Megakaryozyt 1000-3000 hervorbringt.
Nach 7 bis 10 Tagen werden Thrombozyten in der Leber oder Milz abgebaut, wodurch im
Blut eines gesunden Erwachsenen gewdhnlich 150.000 bis 400.000 Thrombozyten pro
Mikroliter Blut vorhanden sind.78 180. 182,183 Thrombozyten sind, obwohl sie keinen Zellkern
besitzen, bedingt zur Proteinbiosynthese fahig, was darauf zuriick zu fuhren ist, dass
wahrend ihrer Entwicklung Ribosome und RNA in ihr Zellinneres gelangen.'* Neben ihrer
Funktion in der Hamostase hat sich zunehmend herausgestellt, dass Thrombozyten auch
in weiteren physiologischen Prozessen, wie der Angiogenese, Wundheilung und
Immunmodulation, eine regulatorische Funktion einnehmen.®>18" Darliber hinaus haben
zahlreiche Studien gezeigt, dass tumorassoziierte Thrombozytosen mit schlechten
klinischen Prognosen und einem fortgeschrittenem Krankheitsstadium assoziiert sind.8”-
190 Thrombozyten vermitteln ihre Funktion Uber ein breites Spektrum an
Oberflachenmolekiilen sowie durch in Granula gespeicherte |8sliche Faktoren, welche
nach Aktivierung ausgeschittet werden.'”® Auf ihrer Oberfliche exprimieren sie
beispielsweise TLR, Integrine und kostimulatorische Molekile, Uber die sie PAMP
erkennen und mit Leukozyten interagieren konnen. Zudem sind Thrombozyten die
Hauptquelle fir lésliches CD40L im Plasma. In einer Studie mit CD40L defizienten
Mausen konnte gezeigt werden, dass der Transfer von Wildtyp-Thrombozyten
virusspezifische IgG-Titer erhéhen konnte.'*1%3 |n ihren Granula speichern Thrombozyten
neben proinflammatorischen Faktoren, wie beispielsweise C-X-C motif ligand (CXCL)
oder CC-chemokine ligand 2 (CCL2), auch immunsupprimierende Faktoren, wie
beispielsweise VEGF und TGF-B.1"® TGF-B wirkt insbesondere auf T-Zellen inhibierend,
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indem es die T-Zell-Aktivierung durch Hemmung der TCR-Signaliibertragung
verhindert.'% Des Weiteren unterdriickt TGF-B Transkriptionsfaktoren, wie T-bet (T-box
expressed in T cells) und GATA-3, die fur die Differenzierung von T-Helfer-1-
beziehungsweise T-Helfer-2-Zellen entscheidend sind.'> 1% Eine weitere Studie berichtet
eine, von Thrombozyten Uber die GARP-TGF-B-Achse ausgeldste, Hemmung der T-Zell-

Immunitat.®”
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3 Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahren konnten immuntherapeutische Strategien, insbesondere durch die
Mobilisierung von T-Zellen gegen Tumorzellen, bemerkenswerte Erfolge in der Onkologie
erzielen. Checkpoint-Inhibitoren sind zu einer tragenden Saule in der Behandlung vieler
solider Tumorarten geworden.* 1% CAR-T-Zellen erreichen eine hohe Wirksamkeit bei
der Behandlung lymphatischer Tumore.!*® 200 Auch bispezifische Antikdrper, welche den
T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplex auf T-Zellen stimulieren, konnten die Behandlung
hamatologischer Erkrankungen deutlich verbessern.!'? Langfristige Remissionen sind
jedoch nach wie vor selten, und viele Patienten sprechen nicht auf die Behandlung
an.?%% 202 Hinzu kommt, dass sowohl CAR-T-Zellen als auch bispezifische Antikérper bei

soliden Tumorerkrankungen bisher nur unzureichend wirksam sind.2% 204

3.1 Entwicklung und Optimierung eines bispezifischen B7-H3xCD3

Antikdrpers im IgGsc-Format

Das zur B7-Familie gehoérige Protein B7-H3 (CD276) erfahrt aufgrund seiner recht
spezifischen Expression auf einer Vielzahl von Tumorzellen und TumorgeféalRen,
erhebliches Interesse als Zielantigen fur immuntherapeutische Ansatze.!'” 120137 Auf der
Grundlage friherer Arbeiten, einschlielich der Entwicklung und klinischen Testung
bispezifischer Antikorper mit FLT3XCD3-2® und PSMAXCD3-2% 207 gGpegzifitat
(NCT05143996, NCT04104607 und NCT04496674), beabsichtigten wir die Entwicklung
eines bispezifischen B7-H3xCD3 Antikdrpers im bereits etablierten IgGsc-Format. Im
ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung verschiedener bispezifischer
Antikérper mit unterschiedlichen B7-H3- und CD3-Bindungseigenschaften sowie deren

préklinische Testung im kolorektalen Karzinom beschrieben.

3.2 Evaluation des Dbispezifischen B7-H3xCD3 Antikdrpers zur
Behandlung von Pankreas-, Leber- und Magenkarzinomen

Tumorerkrankungen des Gastrointestinaltrakts gehéren zu den haufigsten Tumorentitaten
und machen 26% der weltweiten Krebsinzidenz und 35% aller tumorbedingten Todesfélle
aus.?%® Trotz therapeutischer Verbesserungen in den letzten Jahrzehnten, unter anderem
durch die Einfuhrung von immuntherapeutischen Ansatzen, wie beispielsweise gegen
HER2 oder VEGF gerichteten Antikdrpern, unterstreichen die hohen Rickfallraten und die
schlechten Prognosen den hohen Bedarf an neuen therapeutischen Strategien.?®% 177
Abgesehen von kolorektalen Karzinomen exprimieren auch Pankreas-, Leber- und

Magenkarzinome B7-H3 auf der Zelloberflache. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit
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untersuchten wir préklinisch die therapeutische Effektivitdit des im ersten Teil als
Leitkandidat ausgewahlten B7-H3xCD3 Antikérper in Pankreas-, Leber- und

Magenkarzinomen.

3.3 Der Einfluss von Thrombozyten auf die Antitumor-Wirksamkeit von

T-Zell-rekrutierenden bispezifischen Antikdrpern

In zahlreichen Studien wurde berichtet, dass eine erhdhte Thrombozytenzahl und die
Expression bestimmter Thrombozytenoberflachenmarker mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium sowie einer schlechten Prognose assoziieren.®” 18 190 Thrombozyten
konnen das Wachstum und die Immunevasion von Tumoren durch verschiedene
Faktoren, unter anderem durch die Beeintrachtigung von T-Zellen, fordern.1®" 209
Allerdings fehlten bislang Studien, die den Einfluss von Thrombozyten auf
Immuntherapien und speziell auf T-Zell stimulierende Ansétze untersuchen. Im Rahmen
einer multizentrischen Phase-I-Studie (NCT04104607) stellten wir zunédchst fest, dass
Patienten, die mit einem bispezifischen Antikbrper behandelt wurden, eine
behandlungsassoziierte Thrombozytenaktivierung und voribergehende Abnahme der
Thrombozytenzahl aufwiesen. Auf Basis dieser Beobachtung wurde im dritten Teil der
vorliegenden Arbeit der Grund fur die Thrombozytenaktivierung sowie der Einfluss auf die
therapeutische Effektivitat von bispezifischen Antikbrpern untersucht.
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4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nachfolgend sind die Ergebnisse der drei Forschungsartikel, die dieser kumulativen
Dissertation zu Grunde liegen, zusammenfassend beschrieben. Die drei

Forschungsartikel sind im Anhang beigefiigt.?1°

4.1 Entwicklung und Optimierung eines bispezifischen B7-H3xCD3
Antikorpers im IgGsc-Format

In der vorliegenden Arbeit wurde ein optimierter bispezifischer B7-H3xCD3 Antikorper
(CC-3) entwickelt und préklinisch charakterisiert.

Unter Verwendung konventioneller Hybridomtechnologie wurde eine Auswahl
monoklonaler B7-H3 Antikdrper generiert, von welchen vier monoklonale 1gG1 Antikorper
biochemisch charakterisiert wurden. Untersuchungen der Bindungseigenschaften
belegten, dass die Klone 8H8, 11A7 und 8D9, mit EC50-Werten im subnanomolaren
Bereich, hochaffin an B7-H3 binden, wéhrend der Klon 7C4 10- bis 100-fach hohere
EC50-Werte aufwies. Da sich die Proteinsequenz von humanem und murinem B7-H3 nur
in wenigen Aminosauren unterscheidet, wurden fiir die Charakterisierung der Epitope
verschiedene Mutanten eines B7-H3-Fc-Fusionsproteins generiert, bei denen eine oder
zwei Aminosauren durch die entsprechenden murinen Aminosduren ersetzt wurden.
AnschlieRend wurde die Bindung der Klone an diese mutierten Fusionsproteine mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) gemessen. Die Analysen zeigten, dass alle
monoklonalen Antikorper unterschiedliche Epitope des B7-H3-Molekils binden, wobei
7C4 in unmittelbarer Nahe zur Zellmembran bindet, wahrend die Klone 8H8, 11A7 und
8D9 an membranferne Molekilregionen binden.

Da die Bindungskinetik sowie das Epitop eines Antikoérpers seine Funktionalitat
mafigebend beeinflussen, und sich die Klone 7C4 und 8HS8 in dieser Hinsicht stark
unterscheiden, wurden diese Klone fir die Herstellung T-Zell-aktivierender bispezifischer
Antikdrper ausgewahlt. Zunachst wurden die variablen Doméanen der Klone sequenziert
und in das zuvor etablierte bispezifische IgGsc-Format kloniert.?° Fir die CD3-bindende
Doméne des Antikorpers verwendeten wir einerseits die scSequenz des humanisierten
Klons UCHT1, welche in unseren PSMAXCD3%% 207 ynd FLT3xCD3%%® Konstrukten
enthalten ist und eine hohe Affinitdit gegeniber CD3 aufweist (CD3high). Zudem
verwendeten wir eine veranderte UCHT1-Sequenz, die vier Mutationen im CDR-H2 sowie
eine Mutation im FR-H3 tragt, wodurch die Affinitdt zu CD3 verringert wird (CD3low).
Nach biochemischer Charakterisierung der vier resultierenden bispezifischen Antikorper,

wurde das Bindungsverhalten der Konstrukte an B7-H3 und CD3 untersucht.
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Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass die zwei 7C4 enthaltenden Konstrukte
mit einer etwa 4 bis 10-fach geringeren Affinitat an B7-H3 exprimierende Tumorzellen
binden als 8H8 enthaltende Konstrukte. Dies steht im Einklang mit den deutlich
niedrigeren Ka-Werten der 7C4-Konstrukte, wahrend die Kq-Werte der Konstrukte ahnlich
waren. Die Konstrukte mit der CD3high Variante (UCHT-1) banden CD3 mit EC50-Werten
zwischen 30 und 60 nM, wahrend die CD3low Konstrukte nur in sehr hohen
Konzentrationen banden, ohne dabei eine Sattigung zu erreichen. Untersuchungen mittels
Bio-Layer-Interferometrie ergaben, dass die Bindungsaffinitat der CD3low-Varianten etwa
um den Faktor 100 schwéacher war.

Um zu analysieren, ob und inwiefern die Affinitat zu B7-H3 und/oder die Epitop-
Bindestelle die T-Zell stimulierende Effektivitat der bispezifischen Antikérper beeinflusst,
untersuchten wir die Aktivierung von T-Zellen in Kultur mit B7-H3 exprimierenden
kolorektalen Karzinomzellen. Durchflusszytometrische Messungen zeigten, dass beide
7C4-Konstrukte sowohl CD4* als auch CD8* T-Zellen bereits ab einer Konzentration von
40 pM maximal aktivierten, wahrend bei den beiden 8H8-Konstrukten 200 pM erforderlich
waren. Isotypkontrollen mit irrelevanter Zielspezifitat (CTRxCD3low und CTRxCD3high)
zeigten keine nennenswerte Wirkung, was die zielgerichtete Aktivitdt aller Konstrukte
bestéatigte.

Untersuchungen der zytolytischen Aktivitat mittels durchflusszytometrischer Messungen
nach 72 h Inkubation sowie mittels eines Echtzeit-Messverfahrens Uber finf Tage zeigten
ebenfalls eine Uberlegenheit beider 7C4-Konstrukte gegeniiber den 8H8-Konstrukten, bei
welchen hdhere Konzentrationen fiir eine vergleichbare Zielzelllyse notwendig waren.
Analysen der Zytokinproduktion mittels Multiplex-ELISA sowie der T-Zellproliferation
mittels 3H-Thymidin-Aufnahme nach 3-6 Tagen zeigten, dass beide 8H8-Konstrukte
T-Zellen selbst in hohen Konzentrationen deutlich schwéacher stimulierten als die 7C4-
Konstrukte. Zusammengefasst zeigte sich, dass die 7C4 enthaltenden bispezifischen
Antikodrper, welche an ein membrannahes B7-H3-Epitop binden, trotz ihrer deutlich
geringeren Bindungsaffinitat eine deutlich h6here Aktivitat aufwiesen.

Beim direkten Vergleich der Funktionalitdt der CD3high und -low Antikdrpervarianten,
stellte sich Uberraschenderweise heraus, dass trotz der etwa 100-fach reduzierten CD3-
Affinitat, der Unterschied zwischen den beiden 7C4-Konstrukten hinsichtlich der
induzierten T-Zell-Aktivierung, Proliferation und Tumorzelllyse sehr gering war. Zwischen
den Konstrukten 8H8xCD3high und 8H8xCD3low wurde ein moderater Unterschied
hinsichtlich der Zielzelllyse festgestellt. Die 7C4xCD3low Variante war sowohl dem
8H8xCD3high als auch dem 8H8xCD3low Konstrukt hinsichtlich ihrer Effektivitat
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Uberlegen. Im Gegensatz dazu l6sten beide CD3low Konstrukte eine wesentlich geringere
Zytokinausschuittung als die CD3high Konstrukte aus.

Um die Rolle der CD3-Affinitdit auch anhand von Konstrukten, die eine andere
Antigenspezifitat aufweisen, zu untersuchen, wurden CD3high und CD3low Varianten des
bereits publizierten PSMAXCD3 Antikérpers CC-12% generiert. In Ubereinstimmung mit
bereits publizierten Daten?!! 212 |gste die PSMAxXCD3low Variante eine deutlich geringere
T-Zell-Aktivierung sowie Zytokinproduktion aus und bewirkte keine messbare
Tumorzelllyse. Somit wurde im Fall der PSMAXCD3 Antikorper, im Gegensatz zum
7C4xCD3low Antikorper, die erwartete Auswirkung einer CD3-Affinitatsschwachung
beobachtet. Zusammengefasst fihrte die CD3-Affinitatsschwachung des 7C4xCD3low
Konstrukts zu keiner Wirksamkeitsverminderung in Bezug auf T-Zell-Aktivierung,
-Proliferation und Tumorzelllyse, wahrend die Starke der Zytokinfreisetzung reduziert
wurde.

Auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse beschrankten sich die nachfolgenden
Experimente auf Konstrukte, die den funktionell iberlegenen B7-H3 Klon 7C4 enthielten.
Dabei wurde untersucht, ob die Affinitdt zu CD3 die Induktion von T-Gedé&chtniszellen, fur
welche beschrieben ist, dass sie die wichtigste Zellpopulation in Hinblick auf
Therapieerfolg darstellen, beeinflusst.?'® 214 Beide 7C4xCD3 Konstrukte induzierten die
Expansion von Effektor- und zentralen T-Gedachtniszellen. Die CD3-Affinitat hatte einen
signifikanten Einfluss auf die Expansion von T-Gedachtniszellen, wobei die CD3low
Variante signifikant mehr Effektor- und zentrale T-Gedachtniszellen induzierte. Wir
wahlten daher 7C4xCD3low als Leitkandidat CC-3 fir die weitere Evaluierung in in vivo
Modellen aus.

Pharmakokinetische Analysen von CC-3 bestétigten die erwartete verlangerte
Halbwertszeit in C57BL/6-Mausen, welche vergleichbar mit der Halbwertszeit der im
selben Format vorliegenden Schwestermolekile CC-1 und CLN-049/CC-2 war.
Untersuchungen der IFN-y Serumspiegel immunkompromittierter NOD scid gamma
(NSG)-Méause, welche mit humanen PBMCs adoptiv transferiert worden waren, zeigten in
den CC-3 behandelten Gruppen keine unerwinschte antigenunspezifische T-Zell-
Aktivierung.

AnschlieRend wurde die Effektivitdt von CC-3 in drei verschiedenen NSG-Mausmodellen
untersucht. Die NSG Mause wurden fur alle Versuchen adoptiv mit humanen PBMCs
transferiert. FUr das zuerst durchgefiihrte Lungenmetastasenmodell wurden HT-29 Zellen,
welche mit einem Luciferasereporter transfiziert wurden, intravends injiziert, gefolgt von
PBMCs und CC-3. Durchflusszytometrische Analysen der in der Lunge lokalisierten

T-Zellen und Tumorzellen zeigten eine ausgepragte dosisabhagige T-Zell-Aktivierung
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sowie eine deutlich reduzierte Tumorlast in den behandelten Tieren. Als néachstes wurde
die Wirksamkeit anhand eines Flankentumormodells bewertet. Hierfir wurden ebenfalls
mit einem Luciferasereporter transfizierte HT-29 Zellen verwendet. Messungen mittels
Biolumineszenz-Bildgebung zeigten, dass CC-3 die Entwicklung von Flankentumoren
wirksam verhinderte, wahrend die Tumore der unbehandelten Tiere unbeeintrachtigt
wuchsen. AbschlieRend untersuchten wir die Wirksamkeit von CC-3 gegen etablierte
Flankentumore mit einem Durchmesser von circa 5 mm. Bei Mausen, welche dreimal
wdchentlich mit einer relativ geringen Dosis CC-3 (2 pg) und humanen PBMCs behandelt
wurden, kam es zu einer vollstandigen und langanhaltenden Tumorregression.
Zusammengefasst belegen diese Daten die gewlinschte lange Halbwertszeit, ein gutes
Sicherheitsprofil sowie eine starke Wirksamkeit von CC-3 in vivo und ermdglichen somit
die weitere Entwicklung sowie Testung von CC-3 im Rahmen einer klinischen Studie.

4.2 Evaluation des bispezifischen B7-H3xCD3 Antikorpers zur

Behandlung von Pankreas-, Leber- und Magenkarzinomen

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der im vorangehenden Abschnitt als Leitkandidat
ausgewahlte B7-H3xCD3 Antikorper CC-3 fur die Behandlung von Pankreas-, Leber- und
Magenkarzinomen getestet.

Im ersten Schritt wurde die Expression von B7-H3 mRNA in Adenokarzinomen des
Pankreas, in Leberkarzinomen und Magenkarzinomen unter der Verwendung von TCGA-
Datensatzen untersucht. Die hochste mMRNA Expression wurde bei Adenokarzinomen des
Pankreas beobachtet, gefolgt von Magenkarzinomen und Leberkarzinomen. Als nachstes
wurde untersucht, ob und in welchem AusmaR B7-H3 in diesen Entitdten auf der
Tumorzelloberflache exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurde der monoklonale B7-H3
Antikodrperklon 7C4 verwendet. Durchflusszytometrische Analysen zeigten eine hohe
Expression von B7-H3 in allen getesteten Zelllinien. Untersuchungen des
Bindungsverhalten von CC-3 an Pankreas-, Leber-, und Magenkarzinomzelllinien ergaben
EC50-Werte zwischen 4,6 und 19,7 nM, wahrend keine unspezifische Bindung an B7-H3
negative Zellen beobachtet wurde.

Als nachstes wurde untersucht, ob CC-3 eine T-Zell-Reaktivitat gegen Pankreas-, Leber-
und Magenkarzinomzellen auslost. Durchflusszytometrische Analyse der CD69-
Expression ergab eine maximale Aktivierung von CD4* und CD8* T-Zellen ab einer CC3-
Konzentration von 1 nM. Die Analyse der T-Zell-Degranulation (CD107a Expression)
bestatigte, dass CC-3 die T-Zellen bereits bei einer Dosis von 1 nM stark stimuliert. Bei
Verwendung der Isotypkontrolle MOPCxCD3 oder B7-H3 negativen Zielzellen wurden

keine Effekte beobachtet, was die Zielantigen-restringierte Wirkung von CC-3 bestétigt.
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Die Analyse von Kulturiiberstanden mittels Multiplex-ELISA zeigte einen signifikanten und
Zielzell-restringierten Anstieg von sekretiertem IL-2 sowie IFN-y. Um die Fahigkeit von
CC-3, T-Zell-Reaktivitat gegen Zielzellen auszulésen weitergehend zu testen, wurden
Perforin-positive Zellen angefarbt und mittels Immunfluoreszenzaufnahmen quantifiziert.
Hierbei wurde eine signifikant hohere Anzahl Perforin-positiver Effektorzellen nach
Behandlung mit CC-3 festgestellt, wahrend mit der Isotypkontrolle kein Effekt beobachtet
wurde.

Da die Proliferation von T-Zellen eine wichtige Voraussetzung in der Bek&dmpfung einer
hohen Tumorlast darstellt, wurden im né&chsten Schritt PBMCs mit einem Zellfarbstoff
markiert und die Anzahl an CD4" und CD8* T-Zellen sowie ihre Zellfarbstoffintensitét
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Behandlung mit CC-3 Ioste in allen Fallen
eine starke T-Zellproliferation sowie signifikante Erhdhung der T-Zellanzahl aus. Da
insbesondere T-Gedachtniszellen die wichtigste Subpopulation flr den therapeutischen
Erfolg darstellen, wurde als nachstes untersucht, welche T-Zell-Populationen sich unter
CC-3 Behandlung vermehrte. Hierbei wurde festgestellt, dass hauptsachlich die
Expansion von Effektor-T-Ged&achtniszellen und zentralen T-Ged&chtniszellen ausgeldst
wurde.

AbschlieBend wurde analysiert, inwiefern CC-3 die Lyse von Pankreas-, Leber- und
Magenkarzinomzellen induziert. Durchflusszytometrische Analysen zeigten eine
signifikante  Zytotoxizitdt gegenuber allen getesteten Zelllinien, wahrend die
Isotypkontrolle keine unerwiinschte Wirkung zeigte. Analysen mit B7-H3 negativen Zellen
bestatigten weiterhin die zielantigenspezifische Wirksamkeit von CC-3. Langzeitanalysen
mittels eines Echtzeit-Messverfahrens bestétigten weiterhin die zytotoxische Wirksamkeit
von CC-3 Uber langere Zeitrdume, was darauf hindeutet, dass CC-3 eine anhaltende
therapeutische Effektivitat gegenlber Pankreas-, Leber und Magenkarzinomen

hervorrufen kann.

4.3 Der Einfluss von Thrombozyten auf die Antitumor-Wirksamkeit von
T-Zell-rekrutierenden bispezifischen Antikdrpern

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Thrombozyten auf die therapeutische Effektivitat
von bispezifischen Antikdrpern untersucht.

Obwohl mehrere Arbeiten bereits zeigten, dass Thrombozyten innerhalb der
Tumorumgebung dem Tumor dazu verhelfen kdnnen, einer Antitumor-Immunreaktion zu
entgehen®” 215 216 war ihr Einfluss auf Immuntherapien weitgehend unbekannt. Beim
Monitoring von Prostatakarzinompatienten, welche im Rahmen unserer klinischen Studie
mit dem bispezifischen PSMAXCD3 Antikdrper CC-12% 207 pehandelt wurden,
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beobachteten wir bei allen Studienteilnehmern einen behandlungsbedingten temporaren
Rickgang der Thrombozytenzahl. Die Thrombozytenzahl stand dabei in umgekehrter
Beziehung zum Serumspiegel des l6slichen IL-2-Rezeptors, was auf einen
Zusammenhang mit der durch CC-1 induzierten T-Zell-Aktivierung hinwies. Die
Behandlung mit CC-1 fuhrte zudem zur Hochregulation des Aktivierungsmarkers
P-Selektin (CD62P) auf der Thrombozytenoberflache. Da wir auch beobachteten, dass
sich die Thrombozytenzahl und die Thrombozytenaktivierung (CD62P-Expression)
gegenlaufig verhielten, stellten wir die Hypothese auf, dass die durch bispezifische
Antikorper induzierte Interaktion zwischen Tumorzellen und T-Zellen die Aktivierung von
Thrombozyten verursachte, was zu einem Rickgang der Thrombozytenanzahl fihrt.
Nachdem wir ausschlie3en konnten, dass CC-1 alleine eine Aktivierung oder Aggregation
von Thrombozyten auslost, etablierten wir ein Kokultursystem mit PSMA-exprimierenden
Prostatakarzinomzellen (LNCaP), PBMCs und Thrombozyten, um die Interaktion der drei
Komponenten in An- oder Abwesenheit von CC-1 nachzuahmen. Die Anwesenheit von
CC-1 fuhrte auch innerhalb der Kokultur, wie in den Patienten beobachtet, zu einer
starken Aktivierung der Thrombozyten.

Da die Thrombozytenaktivierung in den Proben, in denen Thrombozyten mit aktvierten
T-Zellen inkubiert wurden, am ausgepragtesten war und Tumorzellen sowie unstimulierte
PBMCs nur eine moderate Aktivierung auslosten, stellten wir die Hypothese auf, dass
stimulierte T-Zellen die Aktivierung von Thrombozyten auslésen. In Ubereinstimmung mit
bereits veroffentlichten Daten, nach denen T-Zellen Thrombozyten tber die CD40-CD40L-
Achse stimulieren konnen?'’, beobachteten wir die Hochregulation von CD40L auf
aktivierten CD4" T-Zellen sowie eine Verringerung der Thrombozytenaktivierung durch
Blockierung der CD40-CD40L-Interaktion.

Um den Einfluss von Thrombozyten auf die CC-1-induzierte T-Zell-Reaktivitdt weiter zu
charakterisieren, kultivierten wir LNCaP-Zellen mit PBMCs und Thrombozyten unter der
Verwendung verschiedener Thrombozytenzahlen. Die CC-1 vermittelte Aktivierung von
CD4" und CD8" T-Zellen sank mit steigender Thrombozytenzahl. Um auszuschliel3en,
dass dieser Effekt ausschlie3lich aufgrund der Verwendung von PSMA als Zielantigen
und/oder spezifisch mit den eingesetzten Tumorzellen auftrat, erweiterten wir unsere
Untersuchung auf Sarkomzellen, die wir mit bereits in der Vergangenheit generierten
bispezifischen NKG2DxCD3 Fusionsproteinen?® behandelten, sowie B-ALL Zellen,
welche wir mit Blinatumomab (CD19xCD3) behandelten. Die inhibierende Wirkung von
Thrombozyten auf die CD3-vermittelte T-Zell-Aktivierung erwies sich als unabhangig vom
Format des verwendeten bispezifischen Konstrukts, der Tumorentitdt sowie vom

Zielantigen. Es wurde zudem ausgeschlossen, dass die Konstrukte in Abwesenheit von
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Immuneffektorzellen die Aktivierung oder Aggregation der Thrombozyten ausldsten.
Zudem konnten wir feststellen, dass auch mit Blinatumomab behandelte B-ALL Patienten
eine behandlungsassoziierte Abnahme der Thrombozytenzahl aufweisen, was die
Beobachtung bestétigte, dass Thrombozyten die T-Zell-Aktivierung unabhangig von der
Tumorentitat, dem verwendeten Antikdrperkonstrukt oder Zielantigen beeinflussen
kénnen. Weitere Analysen in unserem Kokultursystem mit CC-1 und LNCaP-Zellen
zeigten eine Verringerung der durch Behandlung mit bispezifischen Antikérpern
induzierten Degranulation von CD4* und CD8" T-Zellen (CD107a Expression) durch
Thrombozyten.

Als nachstes untersuchten wir, inwiefern sich die durch Thrombozyten vermittelte
Verminderung der T-Zell-Aktivierung und -Degranulation auf die Tumorzelllyse auswirkt.
Hierfir quantifizierten wir die Anzahl Perforin sezernierender Immuneffektorzellen in
unbehandelten und CC-1 behandelten Proben und stellten fest, dass in CC-1 behandelten
Proben signifikant mehr Perforin-positive Zellen detektierbar waren, wobei dieser Effekt
durch die Anwesenheit von Thrombozyten signifikant reduziert wurde. Dies spiegelte sich
auch in einer durch Thrombozyten signifikant verringerten Zielzelllyse wieder. Da die
Aktivierung von Thrombozyten zur Sekretion immunmodulatorischer Faktoren fuhrt97: 216,
untersuchten wir als Nachstes, ob eine Inhibition der Thrombozytenaktivierung mittels
gerinnungshemmender Medikamente die T-Zell-hemmende Wirkung der Thrombozyten
verhindern wirde. Analysen der CC-1-induzierten T-Zellaktivierung zeigten, dass das
Antikoagulans Dabigatran die inhibierende Wirkung der Thrombozyten wirksam aufheben
konnte, wahrend Indomethacin keinen relevanten Effekt erzielte. Als néchstes verglichen
wir den Einfluss von Thrombozyten selbst mit Uberstanden aktivierter Thrombozyten (PR,
Platelet Releasate) und stellten fest, dass die Aktivierung der T-Zellen in beiden Fallen
gleichermal3en verringert wurde. Dies deutete darauf hin, dass aktivierte Thrombozyten
I6sliche Faktoren freisetzen, welche die durch bispezfische Antikdrper induzierte T-Zell-
Reaktivitdt beeintrachtigen, was auch durch bereits veroffentlichte Daten unterstitzt
wird.1®": 219 Weitere Versuche zeigten, dass PR die Antikdrper-vermittelte Tumorzelllyse
stark reduzierte. Um zu entschlisseln, welcher l8sliche Faktor die inhibierende Wirkung
vermittelt, wurde eine Auswahl wichtiger immunmodulatorischer Zytokine im PR
qguantifiziert. Von allen getesteten Zytokinen war TGF-B1 am starksten erhéht, und wurde
zudem wéhrend der Thrombozytenaktivierung moduliert.

Um zu bestatigen, dass spezifisch von Thrombozyten freigesetztes TGF-f die
Wirksamkeit von T-Zell-aktivierenden Therapeutika untergrébt, untersuchten wir, ob die
beobachteten Effekte durch die Blockade von TGF-B aufgehoben werden kénnen. In den

durchgefihrten Zytotoxizitdtsanalysen zeigte sich, dass der inhibierende Effekt des
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Releasates durch die Inkubation mit TGF-B-blockierenden Reagenzien vollstandig
aufgehoben werden konnte.

Zusammengefasst zeigt diese Studie, dass aktivierte T-Zellen Thrombozyten aktivieren,
welche wiederum, durch die Freisetzung von TGF-B, die T-Zellaktivierung inhibieren.
Somit ergibt sich ein negativer Kreislauf, welcher die therapeutische Effektivitat von

bispezifischen Antikérpern beeinflussen kann.
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5 Diskussion

Immuntherapeutische Konzepte, und die damit einhergehende Madglichkeit eine
spezifische Antitumor-Immunreaktion gegen maligne Zellen zu induzieren, revolutionierten
in den letzten Jahren die Behandlung vieler Tumorerkrankungen. Prominente Beispiele
sind monoklonale Antikérper wie Trastuzumab und Rituximab, die mittlerweile
routinemafig zur Behandlung von HER2-positivem Brustkrebs und B-Zell-Malignomen
eingesetzt werden.??® 221 |n den letzten Jahren sind insbesondere T-Zell-basierte
Immuntherapien stark in den Fokus gertckt, welche derzeit, trotz ihres unbestrittenen
Erfolgs, bei soliden Tumoren unter einigen Einschrankungen leiden. Funktional sind
bispezifische Antikérper eng verwandt mit CAR-T-Zellen, jedoch haben bispezifische
Antikorper den Vorteil, dass es sich hierbei um ,Medikamente von der Stange® handelt,
wahrend die aufwandige Erzeugung von CAR-T-Zellen einerseits mehr Kosten verursacht
und andererseits die Behandlung der Patienten verzogert. Beide Ansatze sind, trotz
groBer therapeutischer Erfolge in der Behandlung h&matologischer Malignome, bei
soliden Tumoren bisher nicht umfassend wirksam. Die Grinde sind noch nicht vollsténdig
geklart, aber der eingeschrankte Zugang von Immuneffektorzellen zu soliden Tumoren
scheint hierbei von wesentlicher Bedeutung zu sein.??? 222 Daher scheint es entscheidend,
eine proinflammatorische Tumorumgebung zu schaffen, um den Zugang von
Effektorzellen zu verbessern. Dass T-Zellen Tumore nur dann vernichten kdnnen, wenn
eine entzindungsfordernde Tumormikroumgebung die Extravasation von T-Zellen
erleichtert, wird durch bereits vorliegende Daten nahegelegt.??* 225> Demnach kénnte die
Wahl eines tumorassoziierten Antigens, welches nicht nur auf Tumorzellen selbst,
sondern auch auf der Neovaskulatur des Tumors exprimiert wird (,dual-targeting“), den
therapeutischen Erfolg von T-Zell-basierten Immuntherapien in soliden Tumoren steigern.
Das zur B7 Familie zugehorige Protein B7-H3/CD276 hat aufgrund seiner Beteiligung an
zahlreichen Tumorfunktionen, wie Zellproliferation, Metastasierung, Chemoresistenz und
Tumorzellstoffwechsel, erhebliches Interesse geweckt. Dariiber hinaus wird eine hohe
Expression von B7-H3 auf Tumorgewebe mit einem schlechten klinischen Verlauf und
Lymphknotenmetastasen in Verbindung gebracht??6-228, Mehrere Studien geben zudem
erste  Hinweise darauf, dass B7-H3 positive Tumorzellfraktionen vermehrt
Tumorstammzellen enthalten koénnten??23!, B7-H3 scheint insbesondere auch die
Entwicklung gastrointestinaler Tumore zu beeinflussen. So férdert B7-H3 die
Angiogenese in kolorektalen Karzinomen durch die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs.??
Zudem wurde gezeigt, dass lo6sliches B7-H3 die Invasion und Metastasierung von

Pankreaskarzinomzellen tber den TLR4/NF-kB-Signalweg beginstigt?®® und dass die
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Hemmung von B7-H3 zur verminderten Metastasenbildung in Mausmodellen fuhrt**, Fur
Magenkarzinome wurde gezeigt, dass B7-H3 die Migration und Invasion von Tumorzellen
begiinstigt.1*® Andere Arbeiten berichteten, dass B7-H3 die epitheliale-zu-mesenchymale
Transition (EMT) von Leberkarzinomzellen fordert.2* Dartber hinaus moduliert B7-H3
auch Immunreaktionen, wobei die bisher verfligbaren Daten zur funktionellen Rolle
zumindest teilweise widersprichlich sind.'?® 235 23¢ yUrspriinglich wurde B7-H3 als
kostimulatorisches Molekul betrachtet, da gezeigt wurde, dass es die Proliferation von
CD4* und CD8* T-Zellen in Gegenwart eines CD3 Antikorpers verstarkt.’?° Im Gegensatz
zu diesen Ergebnissen zeigten mehrere andere Studien, dass B7-H3 eine eher
hemmende Wirkung vermittelt, indem es die Aktivierung und Proliferation von CD4* und
CD8" T-Zellen sowie die Produktion von IL-2 und IFN-y durch die Unterdrickung von
NF-kB und Aktivatorprotein-1 vermittelten Signalwegen verringert.'?* 125 Darlber hinaus
wurde gezeigt, dass B7-H3 wéahrend der Entstehung, Entwicklung und Metastasierung
von Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses die Evasion vor der
Immuniberwachung ermdglicht, was darauf hindeutet, dass die durch B7-H3 gebildete
immunsuppressive Mikroumgebung die Tumorzellen dabei unterstutzt, sich der
Vernichtung durch Immunzellen zu entziehen.?*” Aufgrund dieser Eigenschaften und der
breiten, aber dennoch relativ spezifischen Expression auf Tumorzellen sowie auf den
TumorgefaRen und der Mikroumgebung des Tumors in einer Vielzahl verschiedener
Tumorentitaten, gilt B7-H3 in der antikdrperbasierten Immuntherapie als attraktives
Zielantigen.119 124,131, 238 Bie Eignung von B7-H3 als therapeutisches Antigen, mit welchem
sowohl Tumorzellen als auch Gefal3e angegriffen werden, wird auch durch Ergebnisse mit
B7-H3-ADC untermauert, die zeigen, dass etablierte Tumore in Mausen nur dann
vernichtet werden, wenn das ADC mit einem Wirkstoff kombiniert wird, der sowohl gegen
Tumorzellen als auch gegen das TumorgefaRsystem wirkt.1°

Die Expression von B7-H3 auf Darmtumoren wurde bereits in mehreren Studien belegt.*”
239, 240 Dariiber hinaus ist B7-H3 als negativer prognostischer Faktor fir Patienten mit
kolorektalem Karzinom beschrieben.?*® Bisher sind nur wenige immuntherapeutische
Ansatze fur die Behandlung von kolorektalen Karzinomen zugelassen, und diese sind
oftmals nur in ausgewahlten Patientenkollektiven wirksam.8 139 142144 |n  gktuellen
praklinischen sowie frihen klinischen Testungen neuer bispezifischer Antikérper und
CAR-T-Zellen zur Behandlung von gastrointestinalen Tumoren inklusive Darmtumoren
sind EGFR und CEA weit verbreitete Zielantigene, welche allerdings nach aktuellem
Stand nicht dafir geeignet sind, sowohl auf Tumorzellen als auch auf Tumorgefalle
abzuzielen.??2 24 242 Der Mangel an immuntherapeutischen Behandlungsoptionen in

kolorektalen Karzinomen sowie die Rationale, die Effektivitdt von bispezifischen
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Antikérpern in soliden Tumoren durch die Verwendung eines Zielantigens, welches
sowohl auf Tumorzellen als auch auf Tumorgefal3en exprimiert ist zu steigern,
veranlassten uns zur Annahme, dass ein bispezifischer B7-H3xCD3 Antikérper eine
vielversprechende immuntherapeutische Strategie darstellen kénnte.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die Entwicklung des optimierten bispezifischen B7-
H3xCD3 Antikdrpers CC-3 und dessen praklinische Charakterisierung fur die Anwendung
in kolorektalen Karzinomen berichtet. Zundchst wurden mehrere B7-H3 Antikorper
generiert und umfassend mittels Durchflusszytometrie, Bindungskinetik und
Epitopkartierung charakterisiert, um die optimalen Tumorantigenbinder fur die Herstellung
bispezifischer Antikdrper zu identifizieren. Umfassende funktionelle Charakterisierungen
ergaben, dass bispezifische Antikérper, die das vom Antikdrperklon 8H8 erkannte distale
B7-H3-Epitop binden, trotz ihrer hdheren Affinitat zu B7-H3 weniger wirksam sind als
bispezifische Antikorper, die den Klon 7C4 enthalten, welcher an ein membrannahes
Epitop bindet. Diese Ergebnisse bestétigen die inzwischen etablierte Feststellung, dass
die Membranndhe des von bispezifischen Antikdrpern erkannten Zielepitops ein wichtiger
Faktor fur deren Funktion ist.1?® 243245 |m Fall der hier beschriebenen B7-H3 bindenden
bispezifischen Antikérper scheint die membrannahe Bindung den Einfluss der Affinitat in
Hinblick auf die Aktivitat zu Gberwiegen.

Neben der Membrannahe des Zielepitops und der Affinitdt des Tumorantigenbinders hat
auch die CD3-Affinitat einen entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit und Potenz
sowie insbesondere die Sicherheit bispezifischer Antikorper.22 245 236 Auyfgrund dessen
koénnte die Anpassung der CD3-Affinitat dazu fiihren, dass die Wirksamkeit bispezifischer
Antikorper bis zu einem gewissen Grad von der Zytokinfreisetzung entkoppelt wird.247" 248
Uberraschenderweise konnte festgestellt werden, dass eine etwa 100-fache Senkung der
CD3-Bindungsaffinitat die Zytokinfreisetzung des 7C4xCD3 Konstrukts verringerte,
wahrend die Wirksamkeit nicht beeintrachtigt wurde. Konstrukte, die 8H8 als B7-H3-
Binder enthalten, waren weniger widerstandfahig gegeniber einer Abschwachung der
CD3-Affinitat, aber wiederum widerstandsfahiger als ein PSMAxXCD3 Konstrukt, welches
PSMA an einem membranfernen Epitop bindet.?°® In Anbetracht dieser Ergebnisse liegt
die Vermutung nahe, dass bispezifische Antikdrper, welche proximale Eptiope binden, im
Allgemeinen weniger empfindlich auf eine Abschwéchung der CD3-Affinitat reagieren als
solche, die distale Eptiope binden. Im Einklang mit diesen Uberlegungen zeigen Studien,
welche die Auswirkung der CD3 und/oder HER2-Affinitdt in HER2xCD3 Konstrukten
untersuchten ebenfalls, dass die CD3-Bindungsaffinitdt nur eine geringe Auswirkung auf
die Antitumor-Aktivitat hat.?*> 249 Dies konnte weitreichende Folgen haben, da eine

abgeschwachte CD3-Affinitdt und damit abgeschwachte Zytokinfreisetzung potenzielle
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dosislimitierende Nebenwirkungen bei der klinischen Anwendung verringern kénnte, ohne
die  Antitumor-Aktivitat zu  verringern.  Andererseits kann die  Induktion
immunstimulierender Zytokine auch zur therapeutischen Wirksamkeit beitragen,
weswegen weitere Analysen, unter anderem in aussagekraftigen Mausmodellen,
erforderlich sind, um zu klaren, inwieweit immunregulierende Zytokine zur Wirksamkeit
von bispezifischen Antikérpern im Allgemeinen und CC-3 im Speziellen beitragen oder
entbehrlich sind.

Wie bereits beschrieben wurde eine Expression von B7-H3 nicht nur fur kolorektale
Karzinome, sondern auch in weiteren gastrointestinalen Tumoren berichtet und mit einer
erhohten Aggressivitat der Erkrankung in Verbindung gebracht.13* 135 233. 234 |nggesamt ist
die Behandlung von gastrointestinalen Tumoren, wie Pankreas-, Magen- und
Leberkarzinomen nach wie vor schwierig, und immuntherapeutische Ansétze sind nur
begrenzt wirksam. Mehrere small molecule inhibitors wurden von der FDA fir die
Behandlung von Pankreas-, Magen- und Leberkarzinomen zugelassen, aber auch der
Nutzen dieser Therapien ist eher gering.16% 250-253 Antikdrperbasierte Ansatze, die auf die
Angiogenese (z. B. Ramucirumab) oder auf onkogene Signalwege (z.B. EGF Cetuximab
oder HER2 Trastuzumab) abzielen, zeigen ebenfalls nur einen begrenzten Nutzen. Die
Wirksamkeit T-Zell-basierter Immuntherapien, insbesondere Checkpoint-Inhibitoren,
welche die Behandlung von beispielsweise Lungen- und Hautkarzinomen revolutionierten,
ist auf eine Minderheit der Patienten mit gastrointestinalen Tumoren beschrankt und das
Ansprechen ist in den meisten Fallen nur von kurzer Dauer.'>* 254257 Daher sind neue
therapeutische Konzepte fir Pankreas-, Magen- und Leberkarzinome dringend
erforderlich. Aufgrund dessen weiteten wir die praklinische Testung von CC-3 auf Magen-,
Leber- und Pankreaskarzinome aus. Durchflusszytometrische Analysen ergaben eine
hohe B7-H3-Expression auf allen getesteten Zelllinien und bestatigten die Bindung von
CC-3 an Magen-, Leber- und Pankreaskarzinomzellen. AnschlieRende funktionelle
Charakterisierungen zeigten, dass CC-3 auch in diesen Entitdten eine potente T-Zell-
Aktivierung und -Degranulation sowie die Sekretion der ,Antitumor-Zytokine“ IFN-y und
IL-2 sowie potente Lyse der Tumorzellen auslést. Darliber hinaus konnten wir
nachweisen, dass CC-3 potent die Proliferation von T-Zellen induziert, was eine
entscheidende Voraussetzung fur die Behandlung von Patienten mit hoher Tumorlasten
ist. In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass CC-3 hauptséchlich die
Proliferation von T-Gedéachtniszellen ausloste, die als entscheidend fur den Therapieerfolg
gelten.213 214

Das zunehmende Interesse an B7-H3 als Zielmolekil fir antikdrperbasierte

Immuntherapien spiegelt sich in einer Reihe klinischer Studien wieder, in welchen
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verschiedenste auf B7-H3 abzielende Strategien untersucht werden, wie ADC (MGCO018;
DS7300a), Fc-optimierte Antikérper (MGA271, Enoblituzumab; DS-5573a: klinische
Studie abgeschlossen) und radioaktiv markierte Antikorper (3M-8H9:; ’Lu-DPTA
Omburtamab). Auch gegen B7-H3 gerichtete CAR-T-Zellen werden aktuell in
verschiedenen Tumorentitdten, unter anderem Leberkarzinomen und fortgeschrittenen
Pankreaskarzinomen Kklinisch getestet (NCT04897321, NCT05211557, NCT05341492,
NCT04483778, NCT05323201, NCT05241392, NCT05474378, NCT03198052,
NCT04185038, NCT05366179, NCT04670068, NCT05143151). Die klinische Testung
des gegen B7-H3 gerichteten bispezifischen Antikérpers MGD009 (NCT026285351)
musste aufgrund eines voribergehenden Anstiegs der Leberenzyme in behandelten
Patienten ausgesetzt werden, was im Einklang mit Berichten steht, die eine geringe
Expression von B7-H3 in gesundem Lebergewebe dokumentieren.!’”- 234 Die Studie
konnte jedoch nach einer Sicherheitsbewertung wieder aufgenommen werden
(NCT02628535). MGDO0O09 ist ein sogenanntes DART (dual-affinity re-targeting antibody),
welches aus zwei scFv-Fragmenten besteht. Es ist bekannt, dass scFv-Fragmente zur
Aggregation  neigen und in  bispezifische  Antikbrper  eingebaut eine
zielantigenunspezifische T-Zellaktivierung sowie Freisetzung von Zytokinen bewirken
konnen.?8 Allerdings sind keine detaillierten Informationen tGber MGDO009 verfugbar,
weswegen ein direkter Vergleich mit CC-3 nicht moglich ist. Abgesehen von der
Expression auf Lebergewebe wurden auch begrenzte Mengen B7-H3 auf Endothelzellen
im Magen-Darm-Trakt, ruhenden Fibroblasten, Osteoblasten und auf APC beobachtet.!®
120, 259, 260 Ayfgrund dessen besteht die Maoglichkeit entsprechender ,On-Target-Off-
Tumor“-Toxizitaten, welche bei der klinischen Prifung von CC-3 sorgfaltig tGberwacht
werden muissen. Ebenso missen potenzielle Auswirkungen einer Blockade der B7-H3
Funktion auf die Immunitat n&her untersucht werden.

In jedem Fall bilden die in unseren beiden Arbeiten beschriebenen praklinischen Daten
eine solide Grundlage fur die weitere klinische Entwicklung von CC-3. Aktuell wird CC-3
GMP-konform produziert, um die Evaluierung im Rahmen einer klinischen ,First-in-
Human“-Studie in Patienten mit kolorektalem Karzinom zu ermdglichen, welche im Jahr
2023 beginnen wird.

Wie bereits beschrieben, hat die Tumormikroumgebung einen erheblichen Einfluss auf
den Erfolg von immuntherapeutischen Behandlungen. Es wurden bereits mehrere
immunsuppressive Zellen, einschlie3lich tumorassoziierter Fibroblasten, regulatorischer
T-Zellen und myeloider Suppressorzellen beschrieben, welche insbesondere bei soliden
Tumoren die Antitumor-Immunitat unterdriicken konnen.?%% 261263 Qphwohl bereits gezeigt

wurde, dass auch Thrombozyten die Immunevasion von Tumoren beglnstigen
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konnen!®” 215 wurde ihre Relevanz im Zusammenhang mit Immuntherapien bisher kaum
untersucht. Entsprechend wurde im letzten Teil dieser Arbeit untersucht, ob und inwiefern
Thrombozyten die Wirksamkeit von bispezifischen Antikérpern beeinflussen.

Im Rahmen einer klinischen Studie beobachten wir, dass die Behandlung mit unserem
PSMAXCD3 Antikoérper CC-1 zu signifikanter Aktivierung der Thrombozyten sowie zu
einem vorUbergehenden Riickgang der Gesamtplattchenanzahl in den Patienten flhrte.
Aufgrund der Tatsache, dass wir in ALL Patienten, welche mit Blinatumomab behandelt
wurden, ahnliche Effekte beobachten, stellten wir die Hypothese auf, dass Thrombozyten
einen bisher unbekannten Einfluss auf die Wirksamkeit von T-Zell aktivierenden
bispezifischen Antikdrpern haben konnten. Diese Annahme wird durch Studien gestitzt,
welche zeigten, dass Thrombozyten die Antitumor-Reaktivitdt von NK-Zellen stark
beeintrachtigen.?!6: 264 265 Epenfalls steht dies im Einklang mit einer weiteren Arbeit,
welche eine durch Thrombozyten eingeschrénkte T-Zell-lmmunitéat bei adoptivem T-Zell-
Transfer beschrieb.®’

In préklinischen Untersuchungen konnten wir beobachten, dass die durch bispezifische
Antikorper vermittelte Tumor-Immunzell-Interaktion tatsachlich Thrombozytenaktivierung
ausldst. Die von bispezifischen Antikérpern induzierte T-Zell-Aktivierung ging mit einer
Hochregulation von CD40L auf T-Zellen einher (vorwiegend auf CD4* T-Zellen), und die
Thrombozytenaktivierung konnte durch eine Blockade der CD40-CD40L-Interaktion
teilweise verhindert werden. Dies steht im Einklang mit verdffentlichten Daten, dass T-
Zellen Thrombozyten Uber die CD40-CD40L-Achse stimulieren.?®®  Weitere
Untersuchungen ergaben, dass die Hemmung der durch bispezifische Antikorper
induzierten T-Zell-Reaktivitdt durch Thrombozyten nicht vom Format des verwendeten
bispezifischen Konstrukts (IgGsc, BFP oder BIiTE), der Tumorentitat (Prostatakarzinom,
Sarkom oder ALL) oder Zielantigen (PSMA, NKG2DL oder CD19) abhangt, sondern in
allen Fallen zu beobachten ist. Dies deutet darauf hin, dass die immunmodulierende
Wirkung der Thrombozyten ein allgemeiner Evasionsmechanismus eines Tumors bei
Behandlung mit T-Zell-aktivierenden Antikdrpern sein konnte, was auch durch die
Feststellung gestitzt wird, dass Iosliche Faktoren, die von aktivierten Thrombozyten
sekretiert werden, die durch bispezifische Antikdrper induzierte Zytotoxizitat wirksam
unterbinden. Diese Beobachtung stimmt mit bereits fur adoptiv transferierte T-Zellen und
Checkpoint-Inhibitoren berichteten Beobachtungen tberein.197: 219

Weitere Untersuchungen zeigten, dass der reversible Thrombininhibitor Dabigatran die
hemmende Wirkung der Thrombozyten aufheben konnte, wéhrend Indomethacin keine
Wirkung zeigte. Dies wird durch Daten erklart, die zeigen, dass Dabigatran die von

Thrombin induzierte GARP-Spaltung blockiert und die damit einhergehende Freisetzung



42 Diskussion

von aktivem TGF-B blockieren kann?'® und stimmt mit unseren Ergebnissen tberein, die
eine wichtige Rolle der TGF- Achse fiir die beobachteten Effekte belegen. In Anbetracht
der Tatsache, dass eine pharmakologische Hemmung von Thrombozyten die Wirksamkeit
der bispezifischen Antikdrper wiederherstellte, unterstreichen unsere Daten nicht nur die
Rolle von Thrombozyten auf Immuntherapien im Generellen und bispezifische Antikérper
im Speziellen, sondern deuten auch darauf hin, dass die Blockierung der
Thrombozytenaktivierung mit bereits klinisch verfiigbaren Medikamenten oder die
Neutralisierung von TGF-B die Wirksamkeit von T-Zell-aktivierenden bispezifischen
Antikorpern erhthen konnte. In Anbetracht der Tatsache, dass CAR-T-Zellen einen
ahnlichen Zytotoxizitat induzierenden Mechanismus nutzen, ist eine von Thrombozyten
vermittelte Hemmung der CAR-T-Zell-Reaktivitat ebenfalls wahrscheinlich, was durch
entsprechende Untersuchungen geklart werden kénnte.

Zusammengefasst liefern unsere Daten Hinweise auf einen von Thrombozyten
angetriebenen inhibitorischen Kreislauf, welcher zytotoxische Effekte von T-Zellen gegen
Tumorzellen untergrabt. Auf diesem Weg wird dem Tumor die Immunevasion wahrend
der Behandlung mit T-Zell aktivierenden Strategien erleichtert.

Diese kumulative Arbeit konnte zusammengefasst nicht nur wichtige Erkenntnisse im
Hinblick auf die Bedeutung des Antigen- sowie CD3-Epitops eines bispezifischen
B7-H3xCD3 Antikorpers fur die effektive Behandlung solider Tumore liefern, sondern
dariiberhinaus die Bedeutung von Thrombozyten im Kontext der Behandlungseffektivitat

unterstreichen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

ADC Antibody-drug conjugate

ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity
ALL Akute lymphatische Leukémie

APC Antigen-presenting cell

BCLC Barcelona Clinic Liver Cancer

BIiTE Bispecific T cell engager

bsAb bispecific antibody, bispezifischer Antikbrper
B7-H3 B7 Homolog 3

CAR Chimeric antigen receptor

CCL2 CC-chemokine ligand 2

CD Cluster of differentiation

Ch Constant heavy

C. Constant light

CLD Chronische Lebererkrankung

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4
CXCL C-X-C motif ligand

DART Dual-affinity re-targeting antibody
dMMR Mismatch Repair Deficiency

DAMP Damage-associated molecule pattern
DC Dendritische Zelle

EGFR Epidermal growth factor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMT epitheliale-zu-mesenchymale Transition
EpCAM Epithelial cell adhesion molecule

Fab Fragment antigen binding

Fc Fragment crystallizable

FcR Fc Rezeptor

FDA Food and Drug Administration

GMP Good Manufacturing Practice

HAMA Human-Anti-Maus-Antikorper

HC Heavy chain

HER2 Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor Typ 2
IFN Interferon

Ig Immunglobulin
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IL Interleukin

ImmTac Immune mobilising monoclonal T-cell receptors against cancer
KIR killer cell immunoglobulin-like receptors
LC Light chain

MHC Major histocompatibility complex

MSI-H Mikrosatelliten-Instabilitat

NK-Zelle Naturliche Killerzelle

NSG NOD scid gamma

PAMP Pathogen-associated molecule pattern
PAP Prostataspezifische saure Phosphatase
PBMCs Peripheral blood mononuclear cells

PD1 Programmed cell death protein 1

PD-L1 Programmed cell death protein 1 ligand 1
PR Platelet Releasate

RAS Rat sarcoma

ScFv Single chain fragment variable

TAA Tumorassoziiertes Antigen

T-bet T-box expressed in T cells

TGF-B Transforming growth factor-g8

TIL Tumorinfiltrierender Lymphozyt

TMB-H High tumor mutational burden

VEGF Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
Vh Variable heavy

Vi Variable light
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T cell-based immunotherapy has revolutionized oncological
treatment. However, many patients do not respond to treat-
ment, and long-term remissions remain rare, particularly in
gastrointestinal cancers like colorectal cancer (CRC). B7-H3
is overexpressed in multiple cancer entities including CRC on
both tumor cells and tumor vasculature, the latter facilitating
influx of effector cells into the tumor site upon therapeutic tar-
geting. We generated a panel of T cell-recruiting B7-H3xCD3
bispecific antibodies (bsAbs) and show that targeting a mem-
brane-proximal B7-H3 epitope allows for a 100-fold reduction
of CD3 affinity. In vitro, our lead compound CC-3 showed su-
perior tumor cell killing, T cell activation, proliferation, and
memory formation, whereas undesired cytokine release was
reduced. In vivo, CC-3 mediated potent antitumor activity in
three independent models using immunocompromised mice
adoptively transferred with human effector cells with regard
to prevention of lung metastasis and flank tumor growth as
well as elimination of large established tumors. Thus, fine-tun-
ing of both target and CD3 affinities as well as binding epitopes
allowed for the generation of a B7-H3xCD3 bsAbs with prom-
ising therapeutic activity. CC-3 is presently undergoing good
manufacturing practice (GMP) production to enable evalua-
tion in a clinical “first-in-human” study in CRC.

INTRODUCTION

In the last decade, approaches to mobilize T cells against cancer have
achieved remarkable success: besides strategies to reinforce activity of
antigen-specific T cells, e.g., using immune checkpoint inhibition
(ICI), approaches to redirect T cells in a major histocompatibility
complex (MHC)-independent manner have also recently revolution-
ized cancer treatment."* The latter comprise bispecific antibodies
(bsAbs), which stimulate the T cell receptor/CD3 complex with their
effector part after binding to their target antigen on tumor cells>” and
the functionally closely related chimeric antigen receptor T (CAR T)
cells. Such T cells transduced with chimeric receptors containing

an Ab part targeting CD19 are highly effective in lymphoid malig-
%7 The same holds true for bsAbs, which stimulate the T cell

1,2

nancies.
receptor/CD3 complex on T cells.
approaches are associated with profound side effects due to off-target
activation of T cells, and success of bsAbs and CAR T cells is so far
limited to hematological malignancies, whereas treatment of solid tu-
mors remains challenging.”'® This particularly holds true for metasta-
tic colorectal cancer (CRC) with its 5-year overall survival rate of
approximately 20%,'" where except for the small patient cohort with
microsatellite instability that benefit from ICI, available immunother-
apeutic strategies are of limited efficiency.'*”'> A major prerequisite
for successful treatment with MHC-independent T cell mobilizing
strategies is the identification of suitable target antigens. Recently,
the immunoglobulin (Ig) superfamily member B7-H3 has attracted
considerable interest due to its rather specific expression on a wide
array of cancer cells and notably also on the microenvironment/vessels
in a variety of malignancies including CRC.'*'"” Targeting tumor ves-
sels promises improved access of immune effector cells to solid tu-
mors, thereby potentially overcoming a major obstacle for T cell-based
immunotherapy. Based on this rationale and on extensive previous
work including the development of prostate-specific membrane anti-
gen PSMAxXCD3 and FLT3xCD3 bsAbs until the stage of clinical
evaluation, we intended to develop an optimized B7-H3xCD3 bsAb
in our previously introduced IgGsc format'®*° (ClinicalTrials.gov:
NCT04104607, NCT04496674, and NCT05143996). To this end, we
generated a panel of Abs directed to different epitopes of the B7-H3
molecule and constructed various bsAbs that differ in B7-H3- as
well as CD3-binding properties. We here report on the selection and

% However, all these mentioned
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preclinical characterization of an optimized bsAb, designated CC-3,
which is presently undergoing GMP production to enable evaluation
in a clinical “first-in-human” study in patients with CRC.

RESULTS

Generation and characterization of B7-H3 monoclonal Abs

From a panel of B7-H3 monoclonal Abs (mAbs) obtained using a
conventional hybridization procedure described in the materials
and methods, four mAbs of IgG1k isotype were biochemically char-
acterized (Figures SIA and S1B). Assessment of binding affinities
by flow cytometry using two CRC and one prostate carcinoma cell
line documents that clones 8HS, 11A7, and 8D9 bind to B7-H3
with high affinity and ECsy values in the subnanomolar range,
whereas clone 7C4 displays an affinity that is more than an order of
magnitude lower (Figures 1A-1C). Identification of the binding epi-
topes of the mAbs was facilitated by the fact that human and mouse
B7-H3 protein sequences are highly similar, with only few amino
acids differing (Figure S1C). ELISA using several mutants of a human
B7-H3-Fc fusion protein in which one or two amino acids were re-
placed by the corresponding murine sequences (Figure 1D) docu-
mented that all mAbs bind different epitopes of the B7-H3 molecule
(Figure 1D). Clone 7C4 binds an epitope in close proximity to the cell
membrane, whereas the other clones 8H8, 11A7, and 8D9 bind to
membrane-distal regions of the molecule (Figure 1E).

Generation and characterization of bsAbs with different binding
properties to B7-H3 and CD3

As binding kinetics and recognized epitopes influence functionality,
the variable domains of the different B7-H3 mAb clones were
sequenced and cloned into the previously described IgGsc bsAb
format.'® Binding analyses with B7-H3 expressing LNCaP cancer
cells revealed that constructs containing the antigen binder 7C4
have profoundly lower affinity to target antigen than the three other
bsAbs (Figures S2 and S3). Next, the constructs containing the vari-
able domains of clones 7C4 and 8H8 (directed to membrane-prox-
imal and -distant epitopes of the B7-H3 protein, respectively) were
further compared. For construction of the CD3 part, we used either
the single-chain (scCD3) sequence of humanized UCHT1 (CD3high)
that is contained in our PSMAxCD3 and FLT3xCD3 presently under-
going clinical evaluation'®* or a UCHT1 sequence carrying four
mutations in the CDR-H2 and one mutation in the FR-H3 to reduce
affinity to CD3 (CD3low) (Figure 2A). After biochemical character-
ization of the resulting four bsAbs (Figures S2A and S2B), we per-
formed flow cytometric analysis, which revealed that both constructs
containing 7C4 (regardless of the CD3 part) bound to B7-H3-ex-
pressing cancer cells with an approximately 4- to 10-fold lower affin-
ity than the 8H8 containing bsAbs, and this was observed with cells
displaying various B7-H3 expression levels (Figures 2B, S2C, and
S$2D). This is in line with the considerably slower K, value observed
with 7C4 versus the bsAbs containing other target binders, whereas
K4 was less affected (Figure 2C). The constructs comprising the
CD3high variant of UCHT1 displayed an ECs, of approximately
30-60 nM, whereas binding of the CD3low bsAbs was detected
only at very high concentrations (Figures 2B, S2E and S2F). Analysis
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by biolayer interferometry revealed that the binding affinity of
CD3low variants was attenuated by a factor of about 100
(Figures 2E and 2F).

Influence of B7-H3 affinity and binding site on bsAb function

To investigate whether and how binding affinity and/or binding site
to B7-H3 affect the capacity of bsAb variants in stimulating T cells,
we analyzed T cell activation using PBMCs co-cultured with B7-H3-
expressing CRC cells. Flow cytometry revealed maximal stimulation
of both CD4 and CD8 T cells with the two 7C4 containing bsAbs at
concentrations of 40 pM, whereas 200 pM were required with the
two 8H8-containing reagents to reach maximum activation. BsAbs
with irrelevant target specificity (CTRxCD3low and CTRxCD3high)
did not have any notable effect, confirming target-restricted activity
of all constructs (Figures 3A and S4A). Similar observations were
made when the cytolytic activity of T cells stimulated with the
various constructs was analyzed using two different experimental
settings, flow cytometric analysis after 3 days and a real-time cyto-
lytic assay over a period of 5 days. In both settings, target cell lysis
mediated by bsAbs comprising 7C4 was superior to that of 8H8-
containing bsAbs, of which higher concentrations were required
to achieve comparable T cell stimulation and tumor cell killing
(Figures 3B, 3C, S4B, and S$4C). Likewise, when T cell cytokine pro-
duction and proliferation were evaluated by Legendplex assays and
*H-thymidine uptake as well as flow cytometry after 3 and 6 days,
respectively, we observed that 8H8-containing constructs mediated
profoundly less T cell stimulation compared with 7C4-containing
bsAbs (Figures 3D-3F and S4D—S4F). In the latter assays the activ-
ity of the 8H8-containing constructs remained inferior even at high
ADb concentrations. This particularly holds true for induction of pro-
liferation over time (Figures 3G-3I and S4G—S4I). In summary,
bsAb comprising 7C4 directed to a membrane-proximal B7-H3
epitope exhibited clearly superior activity despite their markedly
lower binding affinity to B7-H3.

Influence of CD3 affinity within the different B7-H3xCD3
constructs

When we directly compared the functionality of the CD3high and
-low bsAb variants, we unexpectedly found that, despite approxi-
mately 100-fold reduced CD3 affinity, only marginal differences
were detectable comparing the two 7C4 containing bsAbs with regard
to T cell activation, proliferation, and tumor cell killing. With the
8H8xCD3low and -high variants, a moderate difference regarding tu-
mor cell killing was noted. Effects observed with the 7C4xCD3low
variant were superior to the activity of both the 8H8xCD3high and
-low variants (Figures 3B and S4B). In contrast, substantially reduced
cytokine induction was observed with both 7C4 and 8H8 CD3low
constructs compared with their CD3high counterparts (Figures 3D,
3E, and S3D).

To further study the role of CD3 affinity, we generated and compared
CD3high and -low variants of the bsAbs CC-1 directed to PSMA as an
independent target antigen.'® In line with previously reported re-
sults,”"** clearly less T cell activation and cytokine production was
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Figure 1. Characterization of the generated B7-H3 mAbs
(A—C) Binding of anti-B7-H3 mAbs to B7-H3 expressing HT-29 (A), Caco-2 (B), and LN
using GraphPad Prism software. (D) Binding of B7-H3 mAbs to the indicated B7-H3 IgV1

CaP (C) cancer cells was assessed by flow cytometry. ECsq values were calculated
-IgC1-Fc fusion proteins was analyzed by ELISA. Data represent means + standard

deviation (SD) from 3 independent experiments. Statistical significance, compared with wild type, was calculated using an independent t test. (E) Summary of epitope
mapping results obtained as in (D). The crystal structure of the murine B7-H3 antigen (PDB: 4I0K) is depicted, with arrows indicating binding sites of the respective mAbs.
Isotypes of the generated mAbs and mutated amino acids within the B7-H3 molecule that are critical for binding are given in the table.

observed with the CD3low variant, which failed completely to exert
measurable tumor cell lysis (Figure S5). Thus, whereas we observed
the expected effects of CD3 affinity attenuation upon targeting
PSMA, our CD3-attenuated B7-H3 bsAbs containing the mem-
brane-proximal binder 7C4 retain their potency with respect to
T cell activation, proliferation, and tumor cell killing, while “unde-

sired” induction of cytokines associated with side effects upon clinical
application is reduced.

Based on the results accumulated thus far, subsequent experiments
were restricted to bsAbs containing the functionally superior B7-H3
binder 7C4, for which we next determined whether CD3 affinity
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Figure 2. Development and characterization of B7-H3xCD3 bsAb constructs carrying distinct B7-H3 and CD3 moieties

(A) Schematic illustration of the panel of B7-H3xCD3 bsAbs used for further analysis. (B) Binding of the four B7-H3xCD3 bsAbs to B7-H3 expressing HT-29 and LNCaP cells
as determined by flow cytometry. Data are shown as means + SD of two independent experiments. (C) SPR-Biacore sensorgrams determining binding of B7-H3 antigen to
surface-captured B7-H3xCD3 bsAbs at 25°C and pH 7.4. (D) Binding of the indicated B7-H3xCD3 bsAbs to CD3-expressing CD8 and CD4 T cells within healthy donor
PBMC preparations (n = 6) as assessed by flow cytometry. (E) Binding of the indicated B7-H3xCD3 bsAbs to a His-tagged CD3 epsilon-delta heterodimer as determined by
biolayer interferometry (BLI) at 25°C and pH 7.4. (F) Summary of the ECs values based on binding results depicted in (B) and (D), as well as kinetic values corresponding to

SPR (C) and BLI (E) measurements.

affected induction of memory T cells, the subset most relevant for
therapeutic success.”** Both 7C4xCD3 bsAbs drove expansion
of effector and central memory T cells. CD3 affinity did significantly
influence expansion of the memory T cell subset, with the
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evaluation.

CD3low bsAb (Figure 4) variant inducing significantly more effector
and memory T cells. We thus selected 7C4xCD3low as lead
compound (termed CC-3) for further development and in vivo
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In vivo evaluation of CC-3

First, we analyzed pharmacokinetics, which confirmed the expected
prolonged serum half-life of CC-3 in C57BL/6 mice (Figure 5A), com-
parable to that of its sister molecules CC-1 and CLN-049 in the same
format.'"®* Application in immunocompromised NSG mice adop-
tively transferred with human peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) did not induce undesired off-target T cell activation in
the absence of tumor targets as revealed by determination of inter-
feron vy (IFN-v) serum levels upon application of CC-3 and the
parental UCHT1 Ab as positive control (Figure 5B).

We then evaluated the anti-tumor activity of CC-3 in three different
NSG models using immunocompromised NSG mice adoptively
transferred with human PBMCs.

In a lung metastasis model, HT-29 cells engineered with a luciferase
reporter were injected intravenously (i.v.), followed by injection of
PBMC:s and, in the treatment group, CC-3 at days 1 and 4. Flow cy-
tometric analyses of T cells and tumor cells in lungs after 8 days re-
vealed a pronounced T cell activation with the reduction of lung
metastasis in treated animals occurring in a dose-dependent manner
(Figure 5C).

Next, efficacy was evaluated by analysis of flank tumor development
after injection of HT-29 cells engineered with a luciferase reporter,
with animals being left untreated or injected i.v. with CC-3. Tracking
tumor growth by bioluminescence imaging over time revealed that
CC-3 effectively prevented development of flank tumors, which
grew unabated in untreated animals (Figure 5D).

Finally, we assessed efficacy of CC-3 animals bearing established B7-
H3-expressing LNCaP tumors with a diameter of 5 mm. Mice treated
with CC-3 experienced a pronounced tumor regression below the
level of detection at the rather low dose of 2 pg applied three times
in weekly intervals together with human PBMCs (Figure 5E).
Together, these data clearly document the desired long half-life,
safety, and potent in vivo efficacy of CC-3, which warrants further
development and evaluation in a clinical trial.

Molecular Therapy

DISCUSSION

Despite the undisputed success of T cell-based immunotherapy, the
presently available approaches suffer from several limitations when it
comes to solid tumors. bsAbs and CAR T cells are functionally closely
related, but in contrast to CAR T cells, bsAbs are “off-the-shelf drugs,”
eliminating the laborious preparative work required for CAR T cell
generation that results in high costs and delay of treatment for patients.
Both approaches are so far only established in hematologic malig-
nancies and are not effective in solid tumors. The reasons for these lim-
itations are not yet fully understood, but limited access of immune
effector cells to the tumor site appears to constitute a major hurdle.”>*
Thus, it seems critical to target not only the tumor cells themselves but
also the microenvironment/neovasculature to induce a pro-inflamma-
tory setting that ensures sufficient access of effector cells and subse-
quent tumor cell destruction. This reasoning is supported by reports
demonstrating that T cells fail to eradicate tumors unless a pro-inflam-
matory microenvironment facilitates T cell extravasation.””** In cur-
rent preclinical and early clinical approaches to develop CAR T cells
and bsAbs for treatment of gastrointestinal (GI) cancer including
CRC, EGFR, and carcinoembryonic antigen (CEA) are widely used
target antigens.”>***° These antigens do not appear suitable for target-
ing both tumor cells and vessels as outlined above.

B7-H3 has attracted considerable interest due to its involvement in
tumor cell metabolism, migration and invasion, angiogenesis, chemo-
therapy resistance, and endothelial-to-mesenchymal transition and
expression on cancer-initiating cells.”' > In addition, B7-H3 also
modulates immune responses, but the so far available data on its exact
functional role are, at least in part, conflicting.”*>® Originally, B7-H3
was identified as a costimulatory molecule enhancing the prolifera-
tion of CD4" and CD8" T cells in the presence of an anti-CD3
Ab.*® In line, introduction of B7-H3 in CRC-bearing mice resulted
in suppression of tumor growth and reduction of secondary metas-
1% 1n contrast, several studies have shown that B7-H3 may rather
mediate inhibitory effects in antitumor immunity, like inhibiting
CD4" and CD8" T cell activation and proliferation and reducing
interleukin-2 (IL-2) and IFN-y production, probably through
suppression of signaling pathways mediated by nuclear factor kB

tasis.

Figure 3. Impact of differential B7-H3 binding and CD3 affinity on T cell stimulation

(Aand B) HT-29 cells were cocultured with monocyte-depleted PBMCs in the presence of the indicated bsAbs at an E:T ratio 2:1. (A) Different concentrations of the indicated
constructs were employed, and CD4* and CD8" T cell activation was determined by flow cytometry. (B) Tumor cell depletion was determined after 3 days by flow cytometry.
Mean values and SD of four independent measurements are indicated. Dotted lines represent baseline T cell activation (A) and tumor cell percentage in the presence of
CTRxCD3 bsAbs (B). (C) Survival of HT-29 tumor cells in the presence of monocyte-depleted PBMCs and 0.2 nM of the indicated bsAbs was monitored over time using an
xCELLigence system. (D and E) Levels of the indicated cytokines in culture medium of the experiments described in (A) and (B) were determined after 24 h of incubation by
Legendplex multiplex assays (right panels). Left graphs represent cytokine measurements performed with 0.2 nM of the indicated bsAbs. Data are shown as means + SD
calculated from four independent experiments. p values were calculated using one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (F) Irradiated HT-29 cells and
monocyte-depleted PBMCs were incubated with the indicated concentration of B7-H3 bsAbs for 3 days. T cell proliferation was assessed using H-thymidine incorporation
assays. The dashed line represents baseline proliferation in the presence of control bsAb with irrelevant specificity. Data are shown as means + SD calculated from four
independent experiments. p values were calculated using Wilcoxon test for each time point comparing 7C4xCD3low with 8H8xCD3low. (G—I) Monocyte-depleted PBMCs
were labeled with CellTrace Violet dye and cocultured with HT-29 and 1 nM of the indicated bsAbs for 6 days. On day 3, HT-29 cells and bsAbs were renewed. Proliferation of
CD8*/CD4* T cells was determined by flow cytometry on day 6. (G) Exemplary proliferation profiles. (H) The division index of proliferating T cells was calculated using FlowJo
software. Results represent the mean values obtained with 4 PBMC donors. p values were calculated using one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (I) Pie
charts representing T cell mean counts for each division peak obtained in the experiment described in (G). Data are shown as means calculated from four independent
experiments.
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(NF-kB) and activator protein—l./“’/12 In addition, it has been shown
that B7-H3 enables evasion from immune surveillance during initia-
tion, development, and metastasis of head and neck squamous cell
carcinoma, suggesting that the suppressive immune microenviron-
ment shaped by B7-H3 helps cancer cells avoid immune cell killing.*’
Based on its putatively overall immunosuppressive function and due
to its broad but nevertheless rather tumor-specific expression on tu-
mor cells and tumor vessels/microenvironment in a variety of
different tumor entities, B7-H3 is considered an attractive target for
Ab-based immunotherapy.'®'”**** The suitability of B7-H3 for tar-
geting both tumor cells and vessels is supported by findings with anti-
B7-H3 drug conjugates (ADCs), showing that targeting B7-H3 erad-
icates established tumors in mice only if armed with a drug that acts

7

against both the tumor cells and the tumor vasculature.'

Against this background, we developed a panel of B7-H3 Abs that was
extensively characterized using flow cytometry, binding kinetic and
epitope mapping to guide selection of optimal tumor antigen binders
in bsAbs. Two Abs (7C4 and 8H8) with distinct binding and kinetic
proprieties were selected and used for construction of bsAbs. Exten-
sive functional characterization revealed that bsAbs binding the distal
B7-H3 epitope recognized by the 8H8 Ab were less potent despite
their superior affinity for B7-H3 if compared with bsAbs containing
7C4 that binds to a membrane-proximal epitope. These findings
confirm the meanwhile well-established notion that membrane prox-
imity of the target epitope recognized by bsAbs is an important deter-
#°%% In the case of the B7-H3-targeting
bsAbs described here, it appears that membrane proximity of binding
“outperforms” affinity regarding its influence on bsAb activity.

minant for their function.

Besides membrane proximity and affinity of the targeting arm, effi-
cacy and potency, but also safety, of bsAbs depend on CD3 affin-
ity,”>*>* and tuning CD3 affinity may allow to uncouple efficacy
from cytokine release,”™”" at least to some extent. We unexpectedly
found that lowering the binding affinity to CD3 by about 100-fold
did not affect the efficacy of our 7C4-containing bsAbs but resulted
in reduced cytokine induction. bsAbs containing 8H8 as B7-H3
binder were less resistant to CD3 affinity attenuation but more resis-
tant if compared with bsAbs targeting PSMA, where the targeting Ab
is directed to a distant epitope of the molecule.'® It is tempting to
speculate that bsAbs recognizing “proximal target epitopes” are
generally less sensitive to CD3 affinity attenuation than those directed
to distal epitopes. In line with these considerations, Mandikian et al.”
and Staflin et al,*® upon characterizing the impact of CD3 and/or
HER2 affinity of HER2xCD3 bsAbs, likewise reported that T cell
binding affinity had little impact on antitumor activity.** This notion
may have far-reaching implications since attenuated CD3 affinity,

Molecular Therapy

among others, may reduce potentially dose-limiting side effects due
to cytokine release upon clinical application, while antitumor activity
may be preserved. On the other hand, induction of immunostimula-
tory cytokines may contribute to therapeutic efficacy, and further an-
alyses in appropriate mouse models are needed to assess the extend to
which immunoregulatory cytokines contribute to or are dispensable
for bsAb efficacy in general and CC-3 in particular.

The growing interest in the B7-H3 molecule as a target for Ab-
based immunotherapy is reflected by a number of clinical trials
evaluating different B7-H3-directed compounds including Ab-drug
conjugates (MGCO018; DS7300a), Fc-optimized mAbs (MGA271, eno-
blituzumab; DS-5573a, clinical trial completed), radiolabeled mAbs
(**1-8H9, ’Lu-DPTA omburtamab), and also a bsAb (MGD009,
ClinicalTrials.gov: NCT026285351).> Notably, clinical evaluation of
the MGDO009 bsAb was put on hold due to a transient elevation of liver
enzymes in treated patients, in line with reports documenting low-level
B7-H3 expression in healthy liver tissue,*” but the trial restarted after
safety evaluation (ClinicalTrials.gov: NCT02628535). MGD009 was
constructed using the so-called dual affinity re-targeting (DART)
format that consists of four variable domains expressed as single chains.
Reportedly, bsAbs carrying many single chains tend to aggregate, re-
sulting in off-target T-cell activation and cytokine release.”* Detailed
information on MGDO009 is not available, and thus a direct comparison
with CC-3 is not possible. Beyond liver tissue, limited expression of B7-
H3 has also been observed by immunohistochemistry on endothelial
cells in the GI tract, with the possibility of respective “on-target, off-tu-
mor” toxicities that require careful monitoring upon clinical evaluation
of CC-3, as do potential effects on immunity due to blocking B7-H3
function.

In any case, the preclinical data for our optimized bispecific B7-
H3xCD3 Ab CC-3 described in this study provide a solid basis for
further clinical development. Good manufacturing practice (GMP)-
compliant production of CC-3 is presently ongoing to enable evalua-
tion in a clinical “first-in-human” study in patients with CRC to be
initiated in 2023.

MATERIALS AND METHODS

Hybridoma generation and epitope characterization

The anti-B7-H3 Abs were generated after immunization of BALB/c
mice with recombinant 4IgB7-H3-Fc fusion protein containing
Leu29-Thr461 (Q5ZPR3-2). Epitope mapping of anti-B7-H3 Abs
was performed by ELISA. 1 pg/mL different 2IgB7-H3-Fc (Leu29-
Ser242) mutants was coated in 96-Well Half Area Microplates
(Greiner Bio-One), before 10 pg/mL primary Abs were added.
HRP-conjugated goat anti-mouse IgG (H + L)-specific Abs (Jackson

Figure 4. Proliferation and expansion of T cell subsets upon B7-H3xCD3 bsAb treatment

(A—D) Monocyte-depleted PBMCs were cocultured with HT-29 cells (A and C) and LNCaP cells (B and D) and 1 nM of the indicated bsAbs for 9 days. Tumor cells and bsAbs
were renewed on days 3 and 6. CD4" and CD8™ T cell subsets were defined by flow cytometry on day 9. Representative t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE)
plots (A and B) and bar graphs depicting pooled data (n = 6; C and D) are shown. (E—H) Effector and central memory cell counts obtained using the experimental setting
described in (A)-(D). Data are shown as means + SD calculated from 6 independent PBMC donors. Statistical significance was calculated using one-way ANOVA with

Dunnett’s multiple comparison test. “p < 0.05, ****p < 0.0001.
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Figure 5. In vivo evaluation of the B7-H3xCD3 bsAb CC-3

(A) 20 ng CC-3 was injected i.v. into C57BL/6 mice, and serum concentrations were measured at the indicated time points after injection using T cell Activation Bioassay
(Promega). Mean values and SDs obtained from groups of four animals per time point are indicated. (B) NSG mice (n = 4 per group) were injected with 20 x 10° human
PBMCs (i.p.) and 20 pg (i.v.) parental UCHT1 antibody (anti-CD3) or CC-3. After 24 h, IFN-v levels in sera were determined by ELISA. (C) 3 x 10° luciferase-expressing HT-29

(legend continued on next page)
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ImmunoResearch) and TMB Peroxidase Substrate Kit (Milford) were
used for detection. The optical density at 450 nm was determined us-
ing a Spectra Max 340 (Molecular Devices).

Generation, purification, and characterization of bsAbs

The variable domains of 7C4, 8H8, 11A7, 8D9, and MOPC-21 (used
as a control Ab; GenBank: AAD15290.1 and AAA39002.1) were
codon optimized for the transfection of CHO cells using the GeneArt
GeneOptimizer tool (Thermo Fisher Scientific). Variable-heavy (Vy),
variable-light (V), and scFv sequences were synthesized de novo at
GeneArt (Thermo Fisher Scientific). The variable domains were
inserted into a human Igylk backbone-based IgGsc molecule with
C-terminal scFvs.'® bsAbs were produced and purified as described pre-
viously.'® Endotoxin levels of samples as determined by a limulus
amebocyte lysate assay (Endosafe Charles River) were <0.5 EU/mL.

Kinetics

Surface plasmon resonance (SPR) experiments with recombinant,
His-tagged B7-H3 produced by transfected CHO cells were per-
formed using B7-H3 bsAbs immobilized to a sensor chip coated
with Protein A (GE Healthcare). Binding was analyzed using a Bia-
core X instrument at 25°C at a flow rate of 30 pL/min. Data evaluation
was done using BIAevaluation_v.4.1 software.

Binding of bsAbs to CD3 was analyzed by biolayer interferometry on
Octet HTX. Assays were run with a sensor offset of 3 mm and an
acquisition rate of 5 Hz on HIS1k biosensors in 16-channel mode. Mi-
croplates were loaded with 60 uL per well. Assay buffer composition
was PBS with 0.05% Tween 20 and 0.1% BSA. Sensors were equili-
brated in assay buffer for 10 min. Following a baseline step of 60 s,
the analyte, a His-tagged CD3 epsilon-delta heterodimer protein
(Acro Biosystems), was loaded at 20 pg/mL for 120 s. Association
was measured for 150 s and dissociation for 300 s. Regeneration of
the sensors was performed using 10 mM glycine (pH 1.5). Data eval-
uation was done using Octet Analysis HT software.

Cells

Isolation of healthy donor PBMCs was carried out by density gradient
centrifugation (Biochrom). A written informed consent, in accor-
dance with the Helsinki protocol, was given in all cases. The study
was conducted according to the guidelines of the local ethics commit-
tee. LNCaP, 22Rv1, HT-29, and Caco-2 cells were purchased from
DSMZ and the Jurkat cell line from the American Type Culture
Collection (ATCC). HT-29 cells transduced with luciferase reporter

Molecular Therapy

gene were generated using lentiviral vector containing firefly lucif-
erase under the control of EF1 promoter, and GFP-T2A-pac under
the control of CMV promoter was synthesized by VectorBuilder.
Viral particles were packaged in HEK293-T cells using psPAX2 and
pMD2.G packaging plasmids (a gift from Didier Trono, Addgene).
Lentiviral supernatants were collected 24-48 h after transfection
and directly used for infection of HT-29 cells. After selection with
1 pg/mL puromycin, cells were used for experiments. All cell lines
were cultured as described previously'® for a maximum of 2 months.
To validate cell authenticity, the respective immunophenotype pro-
vided by the supplier was examined. To exclude contamination of
cultured cells with mycoplasma, cells were tested biweekly.

Binding assays and in vitro activity of bsAbs

For the detection of primary Ab binding, PE-conjugated donkey anti-
human IgG or goat anti-mouse IgG reagents were used (Jackson
ImmunoResearch). Flow cytometry was performed using the BD
FACSCanto II and BD FACSCalibur systems (BD Biosciences).
Data were analyzed using FlowJo (Ashland, OR, USA). ECs, values
were calculated using GraphPad Prism9 (GraphPad Software).
T cell activation and target cell depletion were determined using
flow cytometry-based assays. When indicated, monocyte-depleted
PBMC:s were prepared using the human CD14 MicroBeads UltraPure
kit (Miltenyi Biotec). PBMCs were incubated with LNCaP or HT-29
cells at the indicated effector:target (E:T) ratio in the presence or
absence of bsAbs. T cells were identified using fluorescent dye-conju-
gated Abs directed to CD4, CD8a; CD45RO, CD62L, and CD69
(BioLegend), CD45 (BD Biosciences), and the target cells were iden-
tified using anti-EpCam (BioLegend) Ab. Absolute cell numbers were
calculated using equal numbers of BD CompBead (BD Biosciences).
Dead cells were excluded from analysis using 7-AAD (BioLegend).
For analysis of cytokine secretion, supernatants were harvested after
24 h of incubation and measured using the TH1 LEGENDplex multi-
plex kits (BioLegend) according to the manufacturer’s instructions.
The real-time cytotoxicity assay was performed at 30 min intervals
over a 72 h observation period using the xCELLigence RTCA system
(Roche Applied Science, Penzberg, Germany). Values are depicting
means of technical triplicates with standard deviation.

T cell proliferation and T cell subset analysis

For thymidine uptake assay, irradiated target cells (1 x 10°) were
incubated with monocyte-depleted PBMCs seeded in triplicates in
96-well plates (2 x 10°) with or without the indicated Abs. After
48 h, cells were pulsed with *H-methyl-thymidine (0.5 nCi/well) for

cells were injected i.v. in NSG mice (n = 5 per group) followed by i.v. injection of 15 x 10° PBMC and CC-3 (2 ug or at the indicated concentrations). Treatment with bsAb was
repeated on day 4. Tumor burden was measured by monitoring bioluminescence over time. Representative bioluminescence images of mice (treated with 2 pg CC-3) from
the indicated treatment groups are depicted. After 8 days, activated human T cells (left panel) and number of tumor cells (right panels) in digested lungs were quantified by flow
cytometry. Statistical analysis was performed using nonparametric Mann Whitney test. **p < 0.01. (D) 1 x 10° luciferase-expressing HT-29 cells and 250,000 PBMCs from
healthy donors were injected s.c. into the right flank of NSG mice (n = 3 per group). Where indicated, CC-3 (2 ng) was injected i.v. 6 h later as well as on days 4 and 7 after
tumor implantation. Tumor burden was monitored by bioluminescence (representative bioluminescent images at day 10 are shown). Tumor size was measured using caliper
(the graph represents tumor volumes over time). (E) 10° LNCaP cells were injected s.c. into the right flank of NSG mice (five per group), and treatment with PBMCs and bsAbs
was started when tumors had reached a diameter of 5 mm. Where indicated, CC-3 (2 pg per dose) and PBMCs (107) were applied at days 1, 8, and 15. Mean values and SDs
of five mice per group are indicated. Tumor growth (diameter) was measured twice weekly, and mice were euthanized when tumors had reached a diameter of 15 mm.
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20 h and harvested on filter mats. Incorporated radioactivity was
determined by liquid scintillation counting in a 2450 Microplate
counter (PerkinElmer).

For the long-term proliferation assay and T cell subset analysis,
monocyte-depleted PBMCs were labeled with 3 pM CellTrace Violet
dye (Thermo Fisher Scientific). PBMCs were incubated for 6 days
with tumor cells and the indicated bsAbs. On day 3, fresh tumor cells
and a new dilution of Ab were added to the plate. Cells were analyzed
by flow cytometry as described above.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism software.
Data are represented as mean + standard deviation (SD). Significant
differences were calculated using one-way ANOVA with Dunnett’s
multiple comparison test, Student’s t tests, Wilcoxon test, or nonpara-
metric Mann-Whitney test. p values are represented as *p < 0.05.

Animal experiments

All animal experiments were performed following the principles of
replacement, reduction, and refinement (3Rs) following the
ARRIVE guidelines and the “European animal protection laws and
policies” (directive 2010/63/EU) with the authorization of the Institu-
tional Animal Care and Use Committee of the University of Tiibingen
according to German federal and state regulations. All mouse strains
were bred and maintained under specific-pathogen-free (SPF) condi-
tions in the animal facility of the University of Tiibingen.

For determination of serum half-life, C57BL/6 mice (C57BL/6NCrl,
Charles River) were injected i.v. with 20 g CC-3 Ab, and serum con-
centrations of the protein was determined using a bioluminescent
cell-based assay system developed by Promega (Madison, WI,
USA). For the in vivo toxicity model, NSG mice were injected intra-
peritoneally (i.p.) on day 1 with 20 x 10° human PBMCs. On the
same day, animals were further injected i.v. with parental UCHT-1
Ab (anti-CD3, induces T cell activation) or CC-3 (20 ng each). After
24 h, IFN-v levels in sera were examined.

Metastasis lung model was performed using luciferase-transduced
HT-29 cells (3 x 10°) that were injected into NSG mice (NOD.Cg-
Prkdcscid 112rgtm1Wijl/Sz], Charles River) i.v. (day 1), followed 6 h
later by injection of human PBMGCs (15 x 10° cells, i.v.). CC-3
(2 pg or at the indicated concentration, i.v.) was applied at days 1
and 4. After 8 days, the number of tumor cells in the lung was deter-
mined by flow cytometry after enzymatic digestion of the removed or-
gan. Cells were stained with Abs directed to mCD45-eFluor 780
(eBioscience), huCD45-BV510 and huEpCam-FITC (BioLegend)
Abs, the latter serving as a specific marker for HT-29 cells. Activated
human hCD45" PBMCs present in lung tissue were stained using
CD69-PE Ab (BioLegend). Samples were analyzed by flow cytometry.

To evaluate the activity of CC-3 in a flank model where the tumor
growth was prevented, 10° luciferase-transduced HT-29 cells were
mixed with 2.5 x 10° PBMCs in Matrigel (Matrigel Basement Mem-

brane Matrix High Concentration) at a ratio of 4:1. Injection was per-
formed into flank subcutaneously (s.c.) under ketamine-rompun
anesthesia. Therapy was performed at days 1, 4, and 7 (i.v.). Tumor
volume was measure with caliper. For monitoring of tumor growth
by bioimaging, mice were injected ip. with 100 pL D-luciferin
(15 mg/mL, BioVision), and luminescence was measured using
IVIS Lumina II imager (PerkinElmer). The established mouse model
was performed as described previously. Briefly, 10° LNCaP cells were
injected s.c. into the right flank of female NSG mice, and treatment
was started when tumors had reached a diameter of 5 mm (day 1).
PBMCs (107 i.p.) and CC-3 (2 pgiv.) were applied weekly for 3 times.
Tumor growth (diameter) was measured twice weekly, and mice were
euthanized if tumors had reached a diameter of 15 mm or at signs of
graft versus host disease (GvHD).
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Figure S1. Characterization of four newly generated B7-H3 mAbs.

(A) SDS-PAGE analysis documenting the expected size of B7-H3 mAbs. NR: non-reduced; R:
reduced. (B) Analytical chromatography using Superdex S200 Increase 10/300GL column.
Representative gel filtration profiles are shown. (C) Sequence alignment of murine and human B7-
H3 1gV-1gC extracellular domains. The arrows point to the differing amino acids between the
murine and human sequences. (D) SDS-PAGE of the produced B7-H3 proteins carrying single or
double mutation in the indicated amino acids. All proteins were running under reducing conditions
at the expected size.
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Figure S2. Characterization of bsAbs directed against B7-H3.

(A) SDS-PAGE of the newly generated B7-H3 bsAbs. NR: non-reduced; R: reduced. (B) BsAbs
were subjected to analytical chromatography using Superdex S200 Increase 10/300GL column.
Representative gel filtration profiles are shown. (C) B7-H3 molecule counts on tumor cell lines
were determined by FACS. Results for two independent experiments are shown. (D) Binding of
the indicated bsAbs to human B7-H3 on Caco-2 and 22Rv1 cells. Data are shown as means = SD
of two independent experiments. (E) Binding of the indicated B7-H3 bsAbs to Jurkat cells. (F)
Table summarizing the ECso values corresponding to D and E.
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Figure S3. Comparison of bsAbs directed against B7-H3.
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gel filtration profiles are shown. (C) Binding of the indicated bsAbs to human B7-H3 on LNCaP
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Figure S4. Impact of lowering the B7-H3 and CD3 affinity on T cell reactivity.

(A, B) LNCaP cells were incubated with monocyte-depleted PBMC from healthy donors (n=4;
E:T ratio 2:1) in the presence of increasing concentrations of the indicated B7-H3xCD3 constructs
ora CTRxCD3 bsAb with an unrelated specificity. Activation of CD4" and CD8" T cells and tumor
cell kill was determined by flow cytometry after 3 days. Dotted lines represent background T cell
activation (A) and tumor cell percentage in the presence of CTRXCD3 bsAbs (B). (C) Survival of
LNCaP tumor cells in the presence of monocyte-depleted PBMC and 0.2 nM of the indicated
bsAbs was monitored over time in XCELLigence assays. (D, E) Levels of the indicated cytokines
in culture medium of the experiments described in (A) were determined after 24 h of incubation
by using Legendplex multiplex assay. Left graphs represent cytokine measurements done with 0.2
nM of the indicated bsAbs. Data are shown as means + SD calculated from four independent
experiments. P values were calculated with one-way ANOV A with Dunnett’s multiple comparison
test. (F) Irradiated LNCaP cells and monocyte-depleted PBMC were incubated with the indicated
concentration of B7-H3 bsAbs for 3 days. T cell proliferation was assessed using *H-thymidine
incorporation assays. The dashed line represents baseline proliferation in the presence of
CTRxCD3 bsAbs. Data are shown as means + SD calculated from four independent experiments.
P values were calculated using Wilcoxon test for each time point comparing 7C4xCD3low to
8H8xCD3low. (G-H) Monocyte-depleted PBMCs were labelled with CellTrace™ Violet dye and
cocultured with LNCaP cells and 1 nM of the indicated bsAbs. On day 3, LNCaP cells and bsAbs
were renewed. Proliferation of CD8*/CD4" T cells was determined by flow cytometry on day 6.
(G) Exemplary proliferation profiles. (H) The division index of proliferating T cells was calculated
using FlowJo software. Results represent the mean values obtained with four PBMC donors. P
values were calculated using one-way ANOVA test. (1) Pie charts representing T cell mean counts
for each division peak obtained in the experiment described in (G). Data are shown as means
calculated from four independent experiments.
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Figure S5. Comparative analysis of bsAb directed against different antigens.

(A-D) LNCaP cells (positive for both, B7-H3 and PSMA) were cocultured with monocyte-
depleted PBMC in the presence of increasing concentrations of the indicated B7-H3xCD3 and
PSMAXCD3 constructs at an E:T ratio 2:1. CD4" and CD8'T cell activation (A) and target cell
depletion (B) were analyzed by flow cytometry after 24 and 72 hours, respectively. Mean values
and SD of four independent measurements are indicated. Dotted lines represent baseline T cell
activation and tumor cell counts in the presence of CTRXCD3 bsAbs. (C, D) IFN-y and IL-2 levels
in culture medium were determined after 24 h of incubation using Legendplex multiplex assay.
Left graphs represent cytokine measurements done with 0.2 nM of the indicated bsAbs. Data are
shown as means + SD calculated from four independent experiments. P values were calculated
using one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test.
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lgG-based B7-H3xCD3
bispecific antibody for
treatment of pancreatic,
hepatic and gastric cancer
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Excellence iFIT (EXC 2180) “Image-Guided and Functionally Instructed Tumor Therapies”, University
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Tubingen, Tuebingen, Germany, “Department of Internal Medicine VIII, Medical Oncology &
Pneumology, University Hospital Tubingen, Tuebingen, Germany, *German Cancer Research Center
(DKFZ), German Cancer Consortium (DKTK), Tubingen, Germany

T cell-based immunotherapy has significantly improved treatment options for
many malignancies. However, despite these and other therapeutic
improvements over the last decades, gastrointestinal cancers, in particular
pancreatic, hepatic and gastric cancer, are still characterized by high relapse
rates and dismal prognosis, with an accordingly high unmet medical need for
novel treatment strategies. We here report on the preclinical characterization of
a novel bispecific antibody in an IgG-based format termed CC-3 with B7-
H3xCD3 specificity. In many cancer entities including pancreatic, hepatic and
gastric cancers, B7-H3 (CD276) is overexpressed on tumor cells and also on the
tumor vasculature, the latter allowing for improved access of immune effector
cells into the tumor site upon therapeutic targeting. We demonstrate that CC-3
induces profound T cell reactivity against various pancreatic, hepatic and gastric
cancer cell lines as revealed by analysis of activation, degranulation and secretion
of IL2, IFNyas well as perforin, resulting in potent target cell lysis. Moreover, CC-3
induced efficient T cell proliferation and formation of T cell memory subsets.
Together, our results emphasize the potential of CC-3, which is presently being
GMP-produced to enable clinical evaluation for treatment of pancreatic, hepatic
and gastric cancer.

KEYWORDS

immunotherapy, pancreatic cancer, hepatic cancer, gastric cancer, B7-H3 (CD276),
CD3, bispecific antibody, gastrointestinal cancer

Abbreviations: 7-AAD, 7-aminoactinomycin D; bsAb, bispecific antibody; BSA, Bovine Serum Albumin;
CAR, chimeric antigen receptor; CD, cluster of differentiation; DAPI, 4,6-Diamidin-2-phenylindol; E:T,
effector to target; EU, endotoxin; GI, gastrointestinal; ICI, immune checkpoint inhibition; IFNY, Interferon v;
IgG1l, Immunglobulin G1; mAb, monoclonal antibody; MFI, mean fluorescence intensity; PFA,

paraformaldehyde; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; PE, phycoerythrin; SD, standard deviation.
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Introduction

Malignancies of the gastrointestinal tract belong to the most
prevalent cancers, accounting for 26% of global cancer incidence
and 35% of all cancer-related deaths (1). Current treatment
strategies include chemotherapy, surgery, radiotherapy and
targeted therapies. Despite therapeutic improvements over the last
decades, among others due to incorporation of antibody-based
approaches like monoclonal antibodies (mAbs) targeting e.g.
HER2 or VEGF (2, 3), the still high relapse rates and
dismal prognosis underline the high medical need for new
therapeutic strategies.

In the last decade, immunotherapeutic approaches to mobilize
T cells against tumor cells have significantly improved oncological
treatment options. In particular, immune checkpoint inhibition
(ICI) has become a mainstay of treatment in many solid tumor
entities (4, 5). However, long-term remissions are still rare and
many patients do not respond to treatment. Chimeric antigen
receptor (CAR) T cell therapy and bispecific antibodies (bsAbs)
have shown remarkable success in the treatment of hematological
malignancies (6, 7) but are so far not effective in solid tumors.

B7-H3 (CD276) is a type I transmembrane protein belonging to
the B7 family of immune checkpoint proteins (8). Due to rather
specific expression on a wide array of cancer entities, B7-H3
presently receives high interest as target for immunotherapeutic
approaches (9, 10). Notably, B7-H3 is not only expressed on tumor
cells but also on the tumor vasculature (11). The latter may facilitate
improved access of immune effector cells to solid tumors upon
therapeutic targeting, thereby overcoming the lacking access of
immune effector cells to the tumor site, a major obstacle for T
cell-based immunotherapy of solid tumors. Based on previous work
including development of bsAbs with FLT3xCD3 (12) and
PSMAxCD3 (13, 14) specificity until the stage of clinical
evaluation (NCT05143996, NCT04104607 and NCT04496674),
we here preclinically evaluated a B7-H3xCD3 bsAb termed CC-3,
which is presently undergoing GMP production, for treatment of
pancreatic, hepatic und gastric cancer.

Materials and methods

Production and purification of
bispecific antibodies

B7-H3xCD3 and its isotype control MOPCxCD3 were
generated as described previously (13). In brief, the constructs
were produced in ExpiCHO cells (Gibco, Carlsbad, CA, USA)
and purified from culture supernatant by affinity chromatography
on Mabselect affinity columns (GE Healthcare, Munich, Germany)
followed by analytical and preparative size exclusion
chromatography using Superdex S200 Increase 10/300GL and
HiLoad 16/60 columns (GE Healthcare). Endotoxin levels were
measured with EndoZyme II (BioMerieux, Marcy-I'Etoile, France)
according to the manufacturer’s instructions and < 0.5 EU/ml.
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Cells

All cell lines were from ATCC (American Type Culture
Collection) and were selected to best reflect the respective cancer
entities. Hep3B and SNU387 represent hepatocellular carcinoma,
the most common form of liver cancer. The pancreatic cancer cell
lines were derived from adenocarcinomas, the most common type
of pancreatic cancer. Of these, PANC-1 cells represent pancreatic
ductal carcinoma, the most common subtype of pancreatic
adenocarcinoma. Adenocarcnimoa also is the most common type
of gastric cancer, with NCI-N87 and MKN-45 cells representing
well differentiated Lauren intestinal-type gastric adenocarcinoma
and poorly differentiated Lauren diffuse-type gastric
adenocarcinoma, respectively. Cells were tested routinely for
mycoplasma contamination every three months. Authenticity was
determined on a regular basis by validating the respective
immunophenotype described by the provider using flow
cytometry. Peripheral Blood Mononuclear cells (PBMC) of
healthy donors were isolated by density gradient centrifugation
(Biocoll; Biochrom, Berlin, Germany), and monocytes within the
PBMC were depleted for coculture experiments using human CD14
MicroBeads UltraPure kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). Where indicated, T cells within PBMC were isolated
by using either Pan T cell Isolation Kit, human CD4 Micro Beads or
human CD8 Micro Beads (Miltenyi Biotec).

Relative gene expression of CD276 based
on TCGA database analysis

Data on relative CD276 expression in tumor tissue of
pancreatic, hepatic and gastric cancer patients was obtained from
the Cancer Genome Atlas (TCGA) database and the GTEx project
utilizing the Gene Expression Profiling Interactive Analysis
(GEPIA) web server as described previously. The datasets PAAD
LIHC and STAD were downloaded from TCGA (http://
www.oncolnc.org/) and analyzed using the online web server
GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/).

Immunofluorescence

Tumor cells were incubated with monocyte-depleted PBMC of
healthy donors (E:T 4:1), treated for 3 h and subsequently fixed in
4% paraformaldehyde (PFA) in PBS for 10 min at -20°C. Cells were
then blocked using 5% BSA, 0.2% Triton X-100, 0.1% Tween for
60 min, washed three times with PBST (PBS + 0.1% Tween20) and
stained using a rabbit anti-human-o-Tubulin antibody (clone
11H10, Cell Signaling, Denvers, MA) and a murine anti-human-
Perforin antibody (clone 6G9, BD Pharmingen, Heidelberg,
Germany), followed by an Alexa-Fluor 488 labelled anti-mouse
and Alexa-Fluor 594 labelled anti-rabbit antibody (Invitrogen,
Waltham, MA). Slides were mounted in fluorescent mounting
medium; DAPI was used for counter-staining. Pictures were
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acquired using a Zeiss 800 inverse laser scanning microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany) and images were processed using
Image] (15).

Flow cytometry

For analysis of B7-H3 surface expression and B7-H3xCD3
binding, cells were stained with a parental murine B7-H3
antibody (10 pg/mL) carrying the same B7-H3 binding clone as
our construct (7C4), B-H3xCD3 or the corresponding isotype
controls followed by a goat anti-mouse-PE conjugate (Dako,
Glostrup, Denmark) or a donkey anti-human-PE conjugate
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA), respectively. T
cell activation, degranulation and proliferation were determined
using CD69-PE, CD107a-PE (BD Pharmingen) as well as CD4-
APC, CD8-FITC, CD62L-PB and CD45ro-PeCy7 (BioLegend, San
Diego, CA) fluorescence conjugates. For flow cytometric analysis of
target cell lysis, tumor cells were loaded with 2.5 uM CellTrace ™
Violet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and cultured with
monocyte-depleted PBMC (E:T 4:1) in the presence or absence of
B7-H3xCD3 or MOPCxCD3 (1 nM each). Standard calibration
beads (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were used to ensure analysis
of equal assay volumes and to account for the number of target cells
that had vanished from the culture. 7AAD (Biolegend) was used for
live- and dead-cell discrimination. Measurements were performed
using a FACS Canto II or FACS Fortessa (BD Biosciences, San
Diego, CA) and data was analyzed using the software Flow]Jo
(FlowJo LCC, Ashland, OR).

T cell activation and degranulation assays

To determine activation and degranulation in the presence of
target cells, tumor cells were cultured with monocyte-depleted
PBMC of healthy donors (E:T 4:1) in the presence or absence of
B7-H3xCD3 or MOPCxCD3 (1 nM each). For analysis of T cell
activation, CD69 expression was determined after 24 h. To compare
activation of T cells within PBMC preparations to isolated T cell
subpopulations in the absence of target cells, 1 pg/ml recombinant
human B7-H3 was coated on 96-well plates overnight.
Subsequently, PBMC preparations or isolated T cells and
MOPCxCD3 or B7-H3xCD3 (5 nM each) were added, incubated
for 72 h and analyzed by flow cytometry for CD69 expression. To
analyze T cell degranulation, cells were cultured for 4 h in the
presence of CD107a-PE (1:25), BD GolgiStop and BD GolgiPlug
(1:1000, both BD Biosciences). Analysis was conducted using
flow cytometry.

T cell proliferation assays

For long-term proliferation assays, monocyte-depleted PBMC
were loaded with 2.5 uM CellTrace"™ Violet cell proliferation dye
(Thermo Fisher Scientific) and incubated with tumor cells (E:T 4:1)
and the indicated bsAbs (1 nM each). On day 3, cells were
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reincubated with fresh target cells and treatment was repeated.
On day 6, proliferation of CD4" and CD8" T cells was analyzed by
flow cytometry. For T cell subset analysis, PBMC were incubated
with tumor cells (E:T 1:1) and the indicated bsAbs (1 nM each). On
day 3, cells were reincubated with fresh target cells and treatment.
On day 6, T cell subsets were determined by flow cytometric
analysis for expression of CD4, CD8, CD45ro and CD62L.

Analysis of cytokine secretion

Monocyte-depleted PBMC of healthy donors were cultured
with tumor cells (E:T ratio 4:1) in the presence or absence of
bsAb or control (I nM each). After 24 h, supernatants were
collected and analyzed for IL-2, IENy, IL-10 and TNF using
Legendplex assays (BioLegend).

Cytotoxicity assays

Monocyte-depleted PBMC of healthy donors were cultured
with tumor cells (E:T ratio 4:1) in the presence or absence of
bsAb or control (1 nM each). Real-time cytotoxicity analysis was
conducted using the xCELLigence RTCA system (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany).

Statistics

If not otherwise indicated, values depict means + standard
deviation (SD). Student’s t test, Mann-Whitney U test, one-way
ANOVA and Friedman’s test was used for continuous variables. If
significant differences by ANOVA were found, group wise
comparison was done (Tukey’s multiple comparison test). If
significant differences were found by Friedman’s test, Dunn’s
multiple comparisons test was used. All statistical tests were
considered statistically significant when p was below 0.05.
Statistical analysis was performed using GraphPadPrism (v.8.1.0).

Results

Characterization of B7-H3 expression
and binding of the B7-H3xCD3 bsAb
CC-3 in pancreatic, hepatic and
gastric cancer cell lines

As a first step, B7-H3 mRNA expression was studied by analysis
of TCGA data sets of 178 pancreatic adenocarcinomas, 368
hepatocellular carcinomas and 408 gastric adenocarcinomas.
Highest mRNA expression was observed in pancreatic
adenocarcinoma, followed by gastric adenocarcinoma and
hepatocellular carcinomas (Figure 1A). Next we characterized
whether and to what extent B7-H3 was expressed on the surface
of pancreatic, hepatic and gastric cancer cell lines. To this end we
used the B7-H3 monoclonal antibody clone 7C4 that also served as
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FIGURE 1
Characterization of B7-H3 expression and binding of CC-3 in gastrointestinal cancer cell lines. (A) CD276 gene expression profile in pancreatic,
hepatic and gastric cancer was analyzed using the online web server GEPIA. (B) The indicated cancer cell lines were stained using a murine
monoclonal B7-H3 antibody (clone 7C4) followed by an anti-mouse PE conjugate and analyzed using flow cytometry. B7-H3 expression on
pancreatic cell lines AsPC-1 and PANC-1, hepatic cell lines Hep3B and SNU-387 and gastric cell lines MKN-45 and NCI-N87 is shown (shaded peaks,
anti-B7H3; open peaks, control). (C) Schematic illustration and mechanism of action of the B7-H3xCD3 bsAb CC-3. The graphic was created by
BioRender (BioRender.com, Toronto, Canada). (D) The indicated tumor cells were incubated with increasing concentrations of CC-3 or the
respective isotype control MOPCxCD3, followed by an anti-human PE conjugate. Binding of the constructs to the indicated cell lines was analyzed
by flow cytometry. MFI, mean fluorescence intensities.

target binder in our B7-H3xCD3 bsAb. Flow cytometric analysis
revealed substantial B7-H3 expression in all tested cell lines
(Figure 1B). Next we studied binding of our B7-H3xCD3 bsAb
CC-3, which contains the variable domain of 7C4 cloned into our
previously described IgGsc bsAb format (13), with the single chain

Frontiers in Immunology

sequence of UCHT-1 carrying four mutations in the CDR-H2 and
one mutation in the FR-H3 resulting in reduced affinity to CD3
(clone M18) as effector part (Figure 1C) (16). Binding titration
experiments using the indicated pancreatic, hepatic and gastric cell
lines revealed ECs, values between 4.59 nM and 19.71 nM
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(Figure 1D), whereas no unspecific binding to B7-H3-negative cells
was observed (Figures S1A, B).

Induction of T cell activation

Next, we determined the capacity of CC-3 to induce T cell
reactivity against pancreatic, hepatic and gastric cancer cell lines.
PBMC of healthy donors were depleted of monocytes that can
express substantial levels of B7-H3 upon activation (8, 9) and
cultured with the indicated target cells in the presence or absence
of increasing concentrations of CC-3 or the isotype control
MOPCxCD3. Flow cytometric analysis of CD69 expression
revealed maximal activation of CD4" and CD8" T cells with CC-3
concentrations as low as 1 nM CC-3 (Figure 2A). Use of the above
described PBMC preparations and analysis of the effects of CC-3 on
T cells therein served to most closely reflect the physiological
situation in patients, where other components of the blood may
influence bsAb-induced T cell immunity (17, 18). Analyses
evaluating the effect of immobilized CC-3 or isotype control in
the absence of tumor targets revealed comparable activation of T
cells within PBMC preparations and isolated T cells and excluded
potential confounders by the tumor cells. (Figure S2). Analysis of T
cell degranulation as determined by analysis of CD107a expression
confirmed that CC-3 potently stimulated T cells with maximum
effects observed already with doses of 1nM (Figure 2B). No eftects
were observed when the isotype control MOPCxCD3 or the B7-H3
negative HL-60 cells as targets were used, confirming strictly target
antigen-restricted activity of our construct (Figures 2A, B; S1C, D).
In line, analysis of culture supernatants by Legendplex assays
showed a significant increase in IL-2, IFNy, IL-10 and TNF
secretion after treatment with 1 nM CC-3, but not with the
isotype control or when target antigen negative tumor cells were
used (Figures 2C, D; SIE, S3). When we used immunofluorescence
staining to visualize induction of T cell reactivity against target cells,
a significantly higher number of Perforin positive cells within the
coculture was observed in samples treated with CC-3 compared to
untreated samples. No effect was observed with the isotype control,
again confirming target cell restricted activity of our bsAb CC-3
(Figures 3A-C; S4).

Induction of T cell proliferation

As induction of T cell proliferation is an important prerequisite
to combat high tumor burden, we next labelled PBMC using
CellTrace ™ Violet and analyzed induction of CD4* and CD8* T
cell counts (Figures 4A-C) and cell dye dilution (Figure S5) in
cocultures with gastric, hepatic and pancreatic tumor cells upon
treatment with 1 nM of CC-3 using flow cytometry. We observed
profound T cell proliferation and significantly increased T cell
counts in samples treated with CC-3, but not upon application of
isotype control or when target cells were negative for B7-H3
(Figures 4A; SIF). As memory T cells constitute the subset most
relevant for therapeutic success (19, 20), we next analyzed which T
cell subsets were proliferating and found that CC-3 preferentially
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induced expansion of effector memory and central memory T cells
in a target cell restricted manner (Figures 4B, C; Figure S1G).

Induction of target cell lysis

Finally, we analyzed whether induction of T cell activation and
proliferation by CC-3 treatment were mirrored by a corresponding
effect regarding lysis of pancreatic, hepatic and gastric tumor cells.
PBMC were cocultured with target cells and treated with CC-3 or
isotype control (1 nM). Flow cytometry-based lysis assays revealed
significant induction of cytotoxicity against pancreatic, hepatic and
gastric tumor cells by CC-3 after 72 h. Again, isotype control had no
effect, and analyses with the B7-H3xCD3 negative HL-60 cells
confirmed target antigen-specific efficacy (Figures 5A; S1H, S6).
Notably, analyses using the xCELLigence system confirmed the
ability of CC-3 to mediate target efficacy of CC-3 over extended
time periods, which indicates that CC-3 may induce sustained anti-
tumor efficacy (Figure 5B).

Discussion

Although therapeutic options for solid tumors have overall
improved over the last decades, treatment of gastrointestinal
cancers remains still challenging. Several small molecule
inhibitors have been approved by the US Food and Drug
Administration (FDA) as therapeutic option for hepatic, gastric
and pancreatic cancer, but the benefit of these therapies is limited
(21-25). Antibody-based approaches targeting angiogenesis-(e.g.,
Ramucirumab) or oncogenic signaling pathways (e.g., EGF
Cetuximab or HER2 Trastuzumab) likewise show only limited
benefit. T cell based-immunotherapy, especially ICI, which has
revolutionized oncological treatment e.g. of lung and skin cancer,
has also been evaluated for treatment of metastasized GI cancer, but
except for the small group with microsatellite instability, achieves
only limited efficacy (26-31). Especially in pancreatic cancer, ICI is
far from being sufficiently effective, in large part likely due to an
immunosuppressive tumor microenvironment (32). Moreover, the
dense extracellular matrix of pancreatic cancer may act as physical
barrier that prevents tumor infiltration by T and B lymphocytes
(33). So far, limited evidence is available that ICI may be effective in
some patients with hepatocellular carcinoma, but a reliable
predictor for treatment response, e.g. characteristics of the tumor
environment, has not been identified yet (34). Overall, new
therapeutic concepts to improve treatment options of GI cancer
patients are urgently needed. In the present study, we report on the
preclinical characterization of a bsAb targeting B7-H3 and CD3 for
treatment of gastric, hepatic and pancreatic cancer.

Compared to ICI, bsAbs and CAR T cells induce T cell
antitumor immunity in a more targeted manner. Other than CAR
T cells, bsAbs constitute readily available ‘off the shelf” reagents,
avoiding the delay of treatment that is required for the production
of CAR T cells and contributes to their vast costs upon clinical
application. CAR T cells and bsAbs share the shortcoming that their
therapeutic success so far is limited to hematologic malignancies.
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FIGURE 2

Induction of T cell activation against gastrointestinal cancer cell lines by CC-3. Monocyte-depleted PBMC of healthy donors were incubated with the
indicated tumor cell lines (E:T 4:1) in the presence or absence of CC-3 or MOPCxCD3. If not stated otherwise, all constructs were used at 1 nM.

(A) Activation of CD4+ and CD8+ T cells was determined by flow cytometric analysis for CD69 expression after 24 hours. Combined data obtained
with PBMC of three independent donors are shown. (B) Degranulation of CD4+ and CD8+ T cells was determined by expression of CD107a after 4
h. Combined data obtained with PBMC of four independent donors are shown. (C) IL-2 and (D) IFNy levels in culture supernatants were measured
after 24 h using LEGENDplex assays. Combined data obtained with PBMC of four independent donors are shown. E:T, effector to target; PBMC,
peripheral blood mononuclear cell.

The reasons are not yet fully understood, but limited access of T  even high numbers of tumor-specific T cells fail to induce sufficient
cells to the tumor site appears to constitute a major obstacle (35,  antitumor responses unless a proinflammatory tumor environment
36). In our view, targeting both tumor cells and tumor vessels thus ~ has been generated (37, 38).

seems critical, the latter allowing for sufficient influx of immune B7-H3 has attracted considerable interest as promising target
cells to the tumor site across a damaged or inflamed endothelial ~ for cancer immunotherapy because it is not only overexpressed on
barrier. This reasoning is supported by reports demonstrating that ~ tumor cells in various types of cancer including GI cancer (9, 39,
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40), but also on tumor-associated endothelial and stromal cells (41,
42). High expression of B7-H3 on tumor tissue is associated with
poor clinical outcome and lymph node metastasis (43), and several
studies report first evidence that B7-H3 positive tumor cell fractions
may be enriched for cancer stem cells (44-46). In addition, B7-H3 is
reported to act as coinhibitory receptor in the B7-CD28 pathway,
suppressing T cell antitumor immunity (47-49). Specifically in
pancreatic cancer, B7-H3 was reported to promote tumor
progression, and its inhibition reduced cancer metastasis in vivo
(39). In hepatocellular carcinoma, high B7-H3 expression was
associated with adverse clinicopathologic features and poor

10.3389/fimmu.2023.1163136

outcome (50). Another study demonstrated that B7-H3 promotes
gastric cancer cell migration and invasion (51). We have recently
reported on the preclinical characterization of an optimized B7-
H3xCD3 bsAb and showed that targeting a membrane-proximal
B7-H3 epitope allows for reduction of CD3 affinity while
maintaining therapeutic efficacy. In analyses with colorectal
cancer cells, our lead compound CC-3 demonstrated superior
tumor cell killing, T cell activation, proliferation, and memory
formation, while undesired cytokine release was reduced (16).
Based on these characteristics and the aforementioned data on
the expression and pathophysiological involvement of B7-H3 we
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FIGURE 3

Induction of Perforin by CC-3. Monocyte-depleted PBMC of healthy donors were incubated with target cells (E:T 4:1) in the presence or absence of
CC-3 or MOPCxCD3 (1 nM each) for 3 hours and subsequently stained for Perforin (green) and a.-Tubulin (red). DAPI was used for counterstaining

Scale bars of left panels indicate 50 pM, original

magnification x40. Scale bar of exemplary immunofluorescence staining indicates 20 pm, original

magnification x63. Perforin positive cells were quantified per FoV (n=12) out of three independent experiments. Results obtained with (A) PANC-1,
(B) Hep3B and (C) NCI-N87 cells are shown. DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole; E:T, effector to target; FoV, field of view
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Induction of T cell proliferation and memory T cell populations by CC-3. (A) Monocyte-depleted PBMC of healthy donors (n=4) were labelled with
CellTrace™ Violet cell dye and incubated with or without MOPCxCD3 or CC-3 (1 nM each) in the presence of PANC-1, Hep3B, or NCI-N87 cells (E:
T 4:1). After 72 h, PBMC were reexposed to fresh target cells and the respective treatment for additional 72 h. On day 6, proliferation was
determined by flow cytometry. (B, C) PBMC of healthy donors (n=5) were incubated with or without MOPCxCD3 or CC-3 (1 nM each) in the
presence of PANC-1, Hep3B, or NCI-N87 cells (E:T 1:1). After 72 h, cells were reexposed to fresh target cells and the respective treatment. On day 6,
subpopulations of CD4* and CD8™ T cells were determined by flow cytometric analysis. Effector T cells were defined as CD62L"CD45ro0", naive T
cells as CD62L*"CD45r0", effector memory T cells as CD62L"CD45ro* and central memory T cells as CD62L"CD45ro*. (B) representative
t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE) plots and (C) pooled data are shown. E:T, effector to target. PBMC, peripheral blood

mononuclear cell.

reasoned that CC-3 would also constitute a promising compound
for other gastrointestinal cancer entities. Initial flow cytometric
analyses revealed that indeed high B7-H3 levels were expressed in
all tested pancreatic, hepatic and gastric cancer cell lines,
confirming suitability as therapeutic target. Subsequent functional

Frontiers in Immunology

characterization documented strong induction of T cell activation,
degranulation and secretion of the “antitumor cytokines” like IFNy
and IL-2 as well as potent induction of tumor cell lysis. In addition,
we could demonstrate that CC-3 potently induces T cell
proliferation, which is a critical prerequisite to enable treatment

frontiersin.org


https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1163136
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org

10.3389/fimmu.2023.1163136

PANC-1
— untreated
64 — wmoPcxcD3
$ 4] — Br-H3KCD3
o
£
T(; 2
0 T T T 1
J 50 100 150 200
-2 time [h]
Hep3B

cell index
o LN e o o

T 1
100 150 200

Lutz et al.
A
150
©0 =
E E 100
untreated  MOPCXCD3  B7-H3xCD3 gg
814 505 | [ o= 180 s5
==l — 25 50
- e Qo
eo|eo| | &=
0
Forward scatter S 0 0
&
SR
¥ @
Hep3B
1509 p=0.14
oy p<0.0001
B
untreated MOPCxCD3 B7-H3xCD3 ‘gg 100
796 € 753 83 E g
aQ % |G 25 50
S (e s 9
e e & L
N _ N
0
Forward scatter Q}@b 00,5 QOOJ
SR time [h]
S
¥ @
NCI-N87
150, =2
p <0.0001 NCI-N87
L= 10
82 s
untreated MOPCXCD3 B7-H3xCD3 gg
533 509 77 S§ s 6
= - 3 o
ol |€ (= = °% £ 4
L o — = =
¢ = 2 3
s &
0
Forward scatter
; \Qp*.g’b.‘go‘b 2 50 ‘in::(:h] 150 200
N Q{b
S
< Q
FIGURE 5

Induction of tumor cell lysis mediated by CC-3. Monocyte-depleted PBMC of healthy donors were incubated with the indicated target cells at an E:T
ratio of 4:1 in the presence or absence of MOPCxCD3 or CC-3 (1 nM each). (A) Lysis of PANC-1, Hep3B and NCI-N87 cells was determined by flow
cytometry-based lysis assay after 72 h. Left panels depict exemplary results right panels show combined data obtained with PBMC of five
independent donors. (B) Long-term cytotoxic effects of PBMC of healthy donors (n=4) against PANC-1, NCI-N87 and Hep3B cells was determined

using xCELLigence system. E:T, effector to target.

of patients with higher disease burden. In this context it is
particularly noteworthy that CC-3 triggered mainly the
proliferation of memory T cells, which are considered to be
crucial for therapeutic success (19, 20). These findings support
and extend our recently reported data for CC-3 in CRC (16). Of
note, various factors like the tumor microenvironment and T cell
exhaustion influence the therapeutic success of bsAb treatment
and are not accounted for in our experimental systems.
Additional preclinical investigations to address the influence
of these and other confounders of treatment efficacy are
warranted, and eventually could be correlated with findings upon
clinical evaluation.

Several approaches targeting B7-H3 are currently under clinical
investigation, reflecting the growing interest in this target for
antibody-based immunotherapy. This includes among others
CAR T cell-based therapies (NCT04897321, NCT05211557,
NCT05341492, NCT04483778, NCT05323201, NCT05241392,
NCT05474378, NCT03198052, NCT04185038, NCT05366179,
NCT04670068, NCT05143151) which are being evaluated in
various tumor entities including hepatocellular carcinoma and

advanced pancreatic carcinoma.
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In conclusion, the preclinical data reported in this study
documenting efficacy of CC-3 in pancreatic, hepatic and gastric
cancer in our view clearly indicate that this B7-H3xCD3 bsAb
constitutes a promising immunotherapeutic compound. GMP
compliant production of CC-3 is presently ongoing to enable

clinical evaluation.
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Figure S1: Dependence of CC-3 activity on target antigen-binding. A HL-60 cells were stained
using a monoclonal B7-H3 antibody (clone 7C4) followed by an anti-mouse PE conjugate and analyzed
using flow cytometry, documenting negativity for B7-H3. B HL-60 cells were incubated with
increasing concentrations of the B7-H3xCD3 bsAb or the respective isotype control MOPCxCD3,
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followed by an anti-human PE conjugate and analyzed by flow cytometry, documenting absence of
unspecific binding. C-H Monocyte-depleted PBMC of healthy donors were incubated with the B7-H3
negative HL-60 cells in the presence or absence of CC-3 or MOPCxCD3. If not indicated otherwise,
constructs were used at 1 nM. C Activation of CD4" and CD8" T cells (E:T 4:1) was determined by
flow cytometric analysis for CD69 expression after 24 hours. Combined data obtained with PBMC of
three independent donors are shown. D Degranulation of CD4* and CD8" T cells (E:T 4:1) was
determined by analyzing expression of CD107a after 4 h. Combined data obtained with PBMC of four
independent donors are shown. E IL-2, IFNy, IL-10 and TNF levels in culture supernatants were
measured after 24 h using LEGENDplex assays. F-G After 72 h, PBMC were reexposed to fresh HL-
60 cells and the respective treatment for additional 72 h. F Proliferation of CTV labelled CD4" and
CD8" T cells (E:T 4:1) was determined by flow cytometric analysis of cell counts. G Subpopulations
within CD4* and CD8" T cells were determined by flow cytometric analysis. Effector T cells were
defined as CD62L"CD45ro", naive T cells as CD62L*CD45ro", effector memory T cells as CD62L"
CD45ro0* and central memory T cells as CD62L"CD45ro™ H Lysis of HL-60 cells was determined by
flow cytometric analysis. E:T, effector to target; MFI, mean fluorescence intensities; PBMC, peripheral
blood mononuclear cell.
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Figure S2: Activation of T cells within PBMCs and isolated T cell subsets by CC-3. Recombinant
B7-H3 protein was immobilized to plastic and incubated with PBMC preparations or isolated T cells
of healthy donors and MOPCxCD3 or CC-3 (5nM each). Activation of CD4* and CD8" T cells was
determined by flow cytometric analysis for CD69 expression after 72 h. PBMC, peripheral blood
mononuclear cells.
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Figure S3: Induction of cytokine secretion by CC-3. Monocyte-depleted PBMC of healthy donors
were incubated with the indicated tumor cell lines (E:T 4:1) in the presence or absence of CC-3 or
MOPCXCD3 (1 nM each). IL-10 and TNF levels in culture supernatants were measured after 24 h
using LEGENDplex assays. Combined data obtained with PBMC of four independent donors are
shown. E:T, effector to target; PBMC, peripheral blood mononuclear cell.
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Figure S4 Induction of Perforin expression by CC-3. Monocyte-depleted PBMC of healthy donors
were incubated with the target cell lines A PANC-1, B Hep3B or C NCI-N87 (E:T 4:1) in the presence
or absence of CC-3 or MOPCxCD3 (1 nM each) for 3 h and subsequently stained for Perforin (green)
and o-Tubulin (red). DAPI was used for counterstaining. Scale bars indicate 20 pm, original
magnification x63. DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; E:T, effector to target.
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Figure S5 Induction of T cell proliferation by CC-3. Monocyte-depleted PBMC of healthy donors
(n=4) were labelled with CellTrace™ Violet cell dye and incubated with or without MOPCxCD3 or
CC-3 (1 nM each) in the presence of the indicated target cell lines (E:T 4:1). After 72 h, cells were
reexposed to fresh target cells and the respective treatment. After additional 24 h, cell dye dilution was
determined by flow cytometry. E:T, effector to target; PBMC, peripheral blood mononuclear cell.
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Figure S6 Extended functional characterization of CC-3. A The indicated cancer cell lines were
stained using a murine monoclonal B7-H3 antibody (clone 7C4) followed by an anti-mouse PE
conjugate and analyzed using flow cytometry. B7-H3 expression on pancreatic cell lines Capan-1,
Capan-2 and MIA-PaCa is shown (shaded peaks, anti-B7H3; open peaks, control). B Monocyte-
depleted PBMC of healthy donors (at least 2 donors) were incubated with the indicated target cells at
an E:T ratio of 4:1 in the presence or absence of MOPCxCD3 or CC-3 (1 nM each). Lysis of Capan-1,
Capan-2, MIA-PaCa, SNU387 and MKN-45 was determined by flow cytometry-based lysis assay after
72 h. E:T, effector to target; PBMC, peripheral blood mononuclear cells.
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ABSTRACT

T cell-based immunotherapy, for example, with T cell-
recruiting bispecific antibody (bsAb), has revolutionized
oncological treatment. However, many patients do not
respond to treatment, and long-term remissions are

still rare. Several tumor immune evasion mechanisms
have been reported to counteract efficiency of T cell-
engaging therapeutics. Platelets largely affect cancer
pathophysiology by mediating tumor invasion, metastasis,
and immune evasion. On treatment of patients in a clinical
trial with a PSMAxCD3 bsAb (NCT04104607), we observed
profound treatment-associated platelet activation, mirrored
by a decrease of total platelet count. On modeling the
treatment setting, we found that platelet activation
significantly reduced bsAb-mediated CD4* and CD8* T-cell
reactivity as revealed by impaired T-cell degranulation,
secretion of perforin, and ultimately, inhibition of target
cell lysis. This effect occurred in a transforming growth
factor beta (TGF-[3)-dependent manner and was not
restricted to PSMAxCD3 bsAb, but rather observed with
various CD3-directed bispecific constructs, including the
approved CD19xCD3 bsAb blinatumomab. BsAb-mediated
T-cell reactivity could be restored by platelet inhibition

and specifically by blocking the TGF-f axis. Together, our
findings demonstrate that platelets undermine the efficacy
of T cell-recruiting bsAb and identify modulation of platelet
function as a means to reinforce the effectiveness of bsAb
treatment.

BACKGROUND

Immunotherapeutic strategies such as T
cell-recruiting bispecific antibodies (bsAbs),
chimeric antigen receptor (CAR) T cells, and
immune checkpoint inhibition demonstrate
remarkable efficacy in cancer treatment.'™
However, long-term remissions are still rare,
and many patients do not respond at all to
treatment.” ® Various immune escape mech-
anisms have been identified to undermine
the efficacy of T cell-engaging therapeutics.®”
Particularly in solid tumors, immunosuppres-
sive cells in the tumor microenvironment
(TME), including cancer-associated fibro-
blasts, regulatory T cells, and myeloid-derived
suppressor cells, have been described to
suppress antitumor immunity.”® In addition,
numerous studies demonstrated that elevated

platelet counts and expression of certain
platelet surface markers are associated
with an advanced disease stage and worse
outcome.” Platelets mediate tumor cell
survival and tumor growth, among others,
by secretion or expression of P-selectin,
platelet-derived growth factor, vascular endo-
thelial growth factor, and several others.'?
Notably, platelets may also promote tumor
immune evasion by impairing natural killer
(NK) and T-cell function.'*"® However, data
documenting the effect of platelet—-tumor—
immune cell interaction in humans that
elucidate the underlying mechanisms are
largely lacking. We report here our clinical
observation that patients treated with a bispe-
cific PSMAxCD3 antibody in a multicenter
phase I study (NCT04104607)'7 '® display
treatmentrelated platelet activation and tran-
sient decrease of platelet count. Based on this
observation, we modeled the effect of plate-
lets on bsAb-induced T-cell antitumor reac-
tivity and demonstrate that activated platelets
undermine bsAb-mediated T-cell reactivity in
a transforming growth factor beta (TGF-B)-
dependent manner, indicating that thera-
peutic modulation of platelet function may
serve to reinforce efficacy of bsAb treatment.

METHODS

Cell lines

The tumor cell lines LNCaP, SaOS-2, and SEM
were purchased from German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Braun-
schweig, Germany). Mycoplasma contamina-
tion was excluded via a PCR-based method.
Authenticity was determined by validating the
respective immunophenotype described by
the provider using flow cytometry.

Primary patient material

Peripheral ~ blood mononuclear  cells
(PBMCs) of healthy donors were isolated
by density gradient centrifugation using
Biocoll cell separation solution (Biochrom,

BM)
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Berlin, Germany). Platelets were isolated from blood
of healthy donors and patients with prostate cancer
receiving PSMAxCD3 (CC-1) in our multicenter phase I
study (NCT04104607) treated at the University Hospital
Tuebingen. Written informed consent in accordance with
the Helsinki protocol was given in all cases.

Preparation of platelets

Citrated blood was briefly centrifuged for 20min at
120xg. After harvesting plateletrich plasma, platelets
were washed with citrate wash buffer (128 mmol/L NaCl,
11 mmol/L glucose, 7.5mmol/L Na2HPO4, 4.8 mmol/L
sodium citrate, 4.3 mmol/L NaH2PO4, 2.4mmol/L citric
acid, and 0.35% bovine serum albumin) and resus-
pended in Roswell Park Memorial Institute (RPMI1640)
containing 10% fetal calf serum (FCS).

For platelet activation ex vivo and generation of
platelet releasate (PR), 10ppM of thrombin receptor acti-
vator peptide 6 (TRAP-6) was added to the platelets. In
the next step, platelet suspensions were stirred for 1 min
and subsequently centrifuged for 15min at 2200xg. The
supernatant was used as PR. For platelet blocking, washed
platelets were incubated with dabigatran (5mg/mL)
or indomethacin (10pg/mL). For blocking of TGF-
receptor signaling, a combination of an ALK5 inhibitor
(20pM, SB431542; Selleckchem, Houston, Texas, USA)
and anti-TGF-f antibody (2pg/mL, clone MAB1835;
R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) was used.

Platelet aggregation

Platelet aggregation was analyzed using the four-channel
light transmission platelet aggregometer APACT 4004
(Elitech, Puteaux, France) according to the manufac-
turer’s instructions. For platelet stimulation, the bsAb
PSMAxCD3 (CC-1),"® NKG2DxCDS3,'" * or CD19xCD3
(blinatumomab) were used. TRAP-6 (10pM) served as
positive control.

Analysis of cytokine secretion

To analyze cytokine secretion, supernatant of platelets
and PR was collected and analyzed for interleukin (IL)-2,
tumor necrosis factor, TGF-B1, interferon gamma, IL-6
and CXCL8 using LEGENDplex assays (BioLegend, San
Diego, California, USA).

Immunofluorescence

For immunofluorescence staining, tumor cells, PBMCs,
and platelets were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA)
in phosphate-buffered saline (PBS),(pH 7.4) for 10 min
at -20°C. Cells were blocked using 5% BSA, 0.2%
Triton X-100, and 0.1% Tween for 60min. Blocking
buffer was aspirated and cells were washed three times
with phosphate-buffered saline with Tween® detergent
(PBST), (PBS+0.1% TWEEN 20). Staining was conducted
using unlabeled primary antibodies against CD41 (clone
HIP8; Invitrogen, Carlsbad, California, USA), CDG61
(clone §J19-09, Invitrogen), CD62P (clone AK4, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), tubulin
(clone 11H10), and perforin (clone 8G9); Alexa-Fluor

594 labeled anti-rabbit or Alexa-Fluor 488 labeled anti-
mouse (both Invitrogen) were used as secondary anti-
bodies. For staining of actin, fluorescein-conjugated
phalloidin (Abcam, Cambridge, Great Britain) was
used according to the manufacturer’s instructions.
Slides were mounted in fluorescent-mounting medium.
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was used for coun-
terstaining. Image acquisition was performed using an
Olympus BX63 microscope and a DP80 camera (Olympus,
Shinjuku, Japan). Images were processed using Image].*'

Flow cytometry

To determine their activation status, platelets were
stained using the directly fluorescence-labeled mAbs
CD41-PE or CD41-PECy5 (both clone HIP8) and CD62P-
FITC (clone AK-4) or the corresponding isotype control
(all from BD Biosciences, San Diego, California, USA).
For analysis of surface expression levels, unlabeled anti-
bodies against prostate-specific membrane antigen
(PSMA), (clone 10B3),"® CD3 (clone UCHT-1; BioCell
Technology, Newport Beach, California, USA), ADAM10
(clone 163003, R&D Systems), and a biotinylated
NKG2D-Fc* were used followed by a goat anti-mouse PE
conjugate (Dako, Glostrup, Denmark) or a streptavidin-
conjugated phycoerythrin (PE) conjugate (Life Technol-
ogies, Carlsbad, California, USA) and a CD19-PE mAb
(BD Biosciences). For detection and blocking of CD40L,
the CD40L antibody clone MK13A4 (Enzo Life Sciences,
Lausen, Swiss) was used. For studies on T-cell activation
and degranulation, the mAbs CD69-PE and CD107a-PE
(BD Pharmingen) as well as CD3-APC/Fire750, CD4-APC,
CDS8-FITC, and CD56-BV711 (BioLegend) were used. For
flow cytometric analysis of target cell lysis, LNCaP cells
were loaded with 2.5pM CellTrace Violet cell prolifera-
tion dye (Thermo Fisher Scientific) and cultured with
PBMC (effector to target (E:T) ratio 2.5:1) in the pres-
ence or absence of PSMAxCD3 (200ng/mL) and plate-
lets (platelet to target (P:T) 100:1). Standard calibration
beads (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) were
used to ensure the analysis of equal assay volumes and
therefore to account for the number of target cells that
had vanished from the culture. Dead cells were excluded
from analysis by 7-AAD (BioLegend). Measurements were
performed using a FACS Canto II or FACS Fortessa (BD
Biosciences), and data were analyzed using the software
FlowJo V.10 (Flow]Jo LCC, Ashland, Oregon, USA).

T-cell activation and degranulation assays

To determine activation and degranulation in the pres-
ence of target cells, tumor cells were cultured with allo-
genic PBMCs of healthy donors and with or without
platelets or PR in the indicated E:T:P ratios for 4 and
24hours, respectively. For analysis of degranulation
after 4hours, CD107a-PE (1:25), BD GolgiStop, and BD
GolgiPlug (1:1000, both BD Biosciences) were added
to the coculture. Analysis was conducted using flow
cytometry.

2
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Cytotoxicity assays

Long-term cytotoxicity analyses were performed using
the IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System (Essen BioSci-
ence, Sartorius, Gottingen). Tumor cells were cultured
with PBMCs of healthy donors (E:T ratio of 5:1) in the
presence or absence of PSMAxCD3 (200ng/mL) or PR.
The TGF-f axis was blocked using the combination of an
ALK5 inhibitor (SB431542, 20pM) (Selleckchem) and
anti-TGF-B antibody (clone MAB1835, 2pg/mL) (R&D
Systems). Live cell imaging pictures were taken every
4hours with x10 magnification. To quantify living cells,
confluences were normalized to the respective measure-
ment at t=0 hour.

Statistics

Student’s t test, Mann-Whitney U test, one-way nalysis
of variance (ANOVA) and Friedman’s test were used for
continuous variables. If significant differences by ANOVA
were found, groupwise comparison was done (Tukey’s
multiple comparison test). If significant differences were
found by Friedman’s test, Dunn’s multiple comparisons
test was used. Bars and error bars represent means of
results and SE of the mean, respectively. All statistical tests
were considered statistically significant when the p value
was below 0.05. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism V.8.1.0. Raw data can be found in online
supplemental file 2.

RESULTS

Treatment with T cell-recruiting bsAbs induces platelet
activation

Although it has been shown that platelets, within the
TME, allow for tumor immune escape,13 1516 their role in
the context of immunotherapy is largely unknown. When
we monitored platelet counts in patients with prostate
cancer treated with the bispecific PSMAxCD3 antibody
CC—1,17 % we observed a treatment-associated decrease
in all study subjects (figure 1A,B). Platelet counts were
inversely related to serum levels of soluble IL-2 receptor,
indicating an association with T-cell activation induced
by bsAb. Application of the PSMAxCD3 bsAb further was
associated with upregulation of the activation marker
P-selectin (CD62P) on platelets (figure 1C,D). Since we
also observed a negative association of platelet count and
platelet activation (CD62P expression) (figure 1E), we
hypothesized that tumor-T cell interaction induced by
the bsAb caused platelet activation, which in turn led to
the decrease of total platelet count.

After excluding that the PSMAxCD3 bsAb alone
induced platelet activation or aggregation (figure 1F-H),
we established a coculture system using PSMA-expressing
prostate cancer cells (LNCaP) and PBMC to mimic
tumor—platelet-immune cell interactions in the presence
or absence of the bsAb CC-1. As observed in patients,
presence of the bsAb during tumor—platelet-immune
cell interaction (figure 1I) resulted in profound platelet
activation (figure 1]J-L). Since platelet activation was most

prominent when platelets were coincubated with stimu-
lated immune cells (figure 1L), we hypothesized that
activated T cells might trigger platelet activation in our
experimental setting. In line with published data that T
cells can stimulate platelets via the CD40-CD40L axis,**
we observed upregulation of CD40L preferentially on
activated CD4" T cells (online supplemental figure 2A,B),
and blocking CD40—-CCD40L interaction reduced platelet
activation with the effect closely failing to reach statistical
significance (online supplemental figure 2C). Overall, we
conclude that platelets represent so far underestimated
players that can affect the efficacy of T cell-engaging bsAb.

Platelets impair bsAb-induced T-cell activity

To further characterize the influence of platelets on
PSMAxCD3 induced T cell reactivity, we cultured LNCaP
cellswith PBMCs and platelets atdifferent platelet-immune
cell ratios in the presence or absence of the PSMAxCD3
bsAb. CC-1-mediated activation of CD4" and CD8" T cells
(CD69 expression) was inversely associated with effector
to platelet ratios (figure 2A,B). To exclude that this
effect exclusively occurred with the target antigen PSMA
and/or specifically with the employed tumor cells, we
extended our model system by using a recently described
treatment model for sarcoma using a NKG2DxCD3
bispecific fusion protein (BFP)® (figure 2D) as well as a
leukemia model employing a B-ALL cell line treated with
the CD19xCD3 bispecific T-cell engager (BiTE) blinatu-
momab (figure 2E). The inhibitory effect of platelets on
CD3-mediated T-cell activation was found to be indepen-
dent from the format of the T cell-recruiting compound
(bsAb, BFP, and BiTE) (figure 2C), tumor entity, and
target antigen (figure 2D,E), with none of the constructs
inducing platelet activation or aggregation in the absence
of effector cells (online supplemental figure 1A-C).
Alike in patients treated with the PSMAxCD3 bsAb, a
treatment-associated decrease of total platelet counts was
observed in two patients with B-ALL treated with blina-
tumomab (online supplemental figure 3), providing
further evidence that platelets might affect T-cell acti-
vation independently of tumor entity, target antigen or
T cell-recruiting agent. Further analyses in our prostate
cancer model using the bsAb PSMAxCD3 revealed a
reduction of bsAb-induced degranulation of CD4" and
CDS8' T cells (CD107a expression) on co-incubation with
platelets (figure 2F).

Impairment of bsAb-induced T-cell reactivity is mediated via
the TGF-p axis

Next, we analyzed how platelet-mediated inhibition of
T-cell activation and degranulation affected bsAb-induced
tumor cell lysis. Treatment with the bsAb PSMAxCD3
significantly increased the number of perforin-secreting
immune effector cells (figure 3A-C) and was significantly
reduced by the presence of platelets. This was mirrored
by profound platelet-mediated inhibition of target cell
lysis quantified by flow cytometry-based cytotoxicity assays
(figure 3D).
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Figure 1 Treatment with bispecific antibody leads to platelet activation. (A,B) Association of platelet count and sIL-2R
concentration in two patients with prostate cancer receiving bispecific PSMAxCD3 (CC-1) antibody. (C) Time course of platelet
activation (CD62P expression) on CC-1 treatment. (D) Platelet activation (CD62P expression) in untreated healthy donors (gray,
n=5), untreated patients with prostate cancer (light blue, n=4) and in patients with prostate cancer receiving PSMAxCD3 (dark
blue, n=5). Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test. (E) Association

of CD62P expression and total platelet count. Statistical significance was calculated using simple linear regression analysis.

(F) Lack of platelet activation on PSMAxCD3 treatment (200 ng/mL) (n=4). Classical platelet agonist TRAP-6 (10 uM) served as a
positive control. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test. (G) Platelet
aggregation (percentage of light transmission during the indicated time interval) was studied in the presence or absence of
PSMAxCD3 (200ng/mL) and TRAP-6. (H) Maximum aggregation levels on PSMAxCD3 and TRAP-6 treatment (n=3). Statistical
significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test. (I) Representative immunofluorescence
staining of LNCaP cells coincubated with human PBMCs, platelets and PSMAxCD3 (scale bar indicates 100 um, original
magnification x20). (J) Representative staining for platelet activation (CD62P expression) after incubating platelets for 30 min
with LNCaP cells and PBMCs (effector to target ratio of 4:1) and PSMAxCDS (scale bar indicates 20 um, original magnification
x63). (K,L) Platelets of healthy donors (n=3) were analyzed for CD62P expression after culturing them for 2 hours in the presence
or absence of LNCaP cells alone or in combination with PSMAxCD3 and/or PBMCs of healthy donors. (K) Exemplary plots and
(L) pooled data are shown. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test.
ANOVA, analysis of variance; DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole; HD, healthy donor; PBMC, peripheral blood mononuclear
cell; sIL-2R, soluble interleukin-2 receptor; TRAP-6, thrombin receptor activator peptide 6.

As platelet activation results in secretion of immuno-
modulatory factors,” ' we next investigated whether
inhibition of platelet activation with anticoagulant drugs
would prevent their inhibitory effect on bsAb-mediated
T cell activation. Treatment with dabigatran, an oral
anticoagulant, efficiently restored CD4" and CD8" T
cell activation whereas indomethacin had no relevant
effect (figure 3E). Next, we compared the influence of
platelets and PR on T cell reactivity and found that both
reduced T cell activation to the same extent (figure 3F).
This indicates that soluble factors released from activated

platelets impair bsAb-induced T cell reactivity, which is
in line with previous observations.'® *> Remarkably, live
cell imaging revealed that PR efficiently reduced bsAb-
mediated tumor cell lysis (figure 3G). To unravel the
factor within PR that inhibits T cell activity, we quantified
several key immunomodulatory cytokines in PR prepara-
tions (figure 3H). Of all tested cytokines, active TGF-B1
was found to be most elevated and modulated on platelet
activation (figure 3H,I).

To functionally validate that indeed platelet-
derived TGF-B subverts the efficacy of T cell-engaging
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Figure 2 Platelets impair the therapeutic T-cell activation capacity of bispecific antibodies. (A,B) Activation of CD4* and CD8"
T cells was determined by analysis of CD69 expression after 24 hours. PBMCs of healthy donors were incubated with LNCaP
cells (E:T 4:1) in the presence or absence of PSMAxCDS3 (200 ng/mL) and with the indicated E:P ratios. (A) Exemplary flow
cytometry results and (B) combined data are shown (n=3). (C) Schematic illustration of the different bispecific T cell-engaging
formats used in our study. (D,E) Activation of CD4* and CD8" T cells was analyzed on coculture of PBMCs of healthy donors
with target cells at an E:T ratio of 2.5:1.0 and the indicated E:P ratios for 24 hours. (D) The sarcoma cell line Sa0S-2 was
cultured with PBMCs (n=3) and NKG2DxCD3 (2.5 ug/mL). (E) The B-ALL cell line (SEM) was cultured with PBMCs (n=4) and
CD19xCD3 (blinatumomab, 200 pg/mL). (F) Degranulation of CD4* and CD8" T cells was determined by analysis of CD107a
expression after 4 hours. PBMCs of healthy donors were cultivated with LNCaP cells at an E:T ratio of 4:1 in the presence or
absence of PSMAxCDS3 (200ng/mL) or platelets (E:P 1:100). Pooled data (n=5) are shown. (B,D-F) Statistical significance was
calculated by one-way analysis of variance and Tukey’s multiple comparisons test. E:P, effector to platelet; E:T, effector to
target; PLT, platelets; PBMC, peripheral blood mononuclear cell.
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Figure 3 Platelets undermine treatment efficacy of bsAb via the TGF-f axis. (A—C) Immunofluorescent staining after 2.5hours
of coincubation of LNCaP cells and PBMCs (E:T ratio of 4:1) in the presence of PSMAxCDS (200 ng/mL) and platelets (E:P

ratio of 10:1). Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test. (A) Cells

were stained for tubulin (red) and perforin (green). Nuclei were stained using DAPI (blue). Scale bar indicates 100 um, original
magnification x20. (B) Platelets were stained for CD61 (red); nuclei were stained using DAPI (blue) and perforin (green). Scale
bar indicates 100 um, original magnification x20. (C) Exemplary immunofluorescence staining of tumor—platelet immune cell
interactions (left). Scale bar indicates 20 um, original magnification x63. Quantification of perforin-positive cells per FoV (n=12)
(right). (D) PBMCs of healthy donors (n=7) were incubated with LNCaP cells (E:T ratio of 2.5:1.0) with and without PSMAxCD3 in
the presence or absence of platelets (E:P 100:1) as indicated for 72 hours. Then target cell lysis was analyzed by flow cytometry
to determine the percentage of 7-aminoactinomycin (7AAD)-positive LNCap cells. Left panel: exemplary plots obtained with

a single donor; right panel: combined data obtained with seven independent donors displayed as percentage of viable target
cells after bsAb treatment. Statistical significance was calculated by Kruskal-Wallis and Dunn’s multiple comparisons test.

(E) Activation of CD4" and CD8" T cells was determined by expression of CD69 after 24 hours of treatment with PSMAxCD3
and platelets (E:T ratio of 4:1, E:P ratio of 100:1). Platelets were preincubated with dabigatran (0.5 mM) or indomethacin

(0.05 mM) for 30 min before adding to the assay. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple
comparisons test. (F) Activation of CD4" and CD8" T cells was analyzed after incubation with LNCaP cells (E:T ratio of 4:1) and
treatment with anti-PSMAxCD3, platelets (E:P ratio of 100:1) or PR (n=4). Statistical significance was calculated by one-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test. (G) PSMAxCD3-induced cell death of LNCaP cells was determined using live
cell imaging. Cells were incubated with PBMCs and platelets. In the left panel, representative pictures at 0, 48, and 120 hours
are displayed. In the right panel, pooled data are shown (n=8). (H) PR has been generated as described in the Methods section,
and the indicated cytokines were measured using LEGENDplex assay (n=8). () The concentration of active TGF-f in the platelet
supernatant before and after stimulation with TRAP-6 is shown (n=8). Statistical significance was calculated using Student’s
t-test. (J,K) Cytotoxicity of PBMC against LNCaP cells after treatment with PSAMxCD3, and platelet release with or without
blocking of the TGF-B axis using the combination of SB431542 (20 M) and anti-TGF-f antibody (2 pg/mL) is shown (n=8).

(K) Pooled data of cell confluence measured after 88 hours of treatment. Statistical significance was calculated by one-way
ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparisons test. (L) Schematic illustration of the proposed model of an inhibitory loop
driven by platelets and platelet-released TGF-f3, undermining the efficacy of T cell-recruiting bsAbs. The graphic was created by
BioRender (BioRender.com, Toronto, Canada). ANOVA, analysis of variance; bsAb, bispecific antibody; DAPI, 4’,6-diamidino-2-
phenylindole; E:P, effector to platelet; E:T, effector to target; FoV, field of view; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; PR,

platelet releasate; TGF-p, transforming growth factor beta.

therapeutics, we determined the effect of TGF-B blockade
on bsAb-induced cytotoxicity on exposure to platelet
release, which resulted in restoration of T cell reactivity
(figure 3J,K). We provide here a new model showing that
an inhibitory loop driven by platelet-derived TGF-f limits
the efficacy of T cell-recruiting bsAb (figure 3L).

DISCUSSION
Tumor immune escape mechanisms are limiting the effi-
cacy of immunotherapy. Especially, in solid tumors, the
TME has been shown to be crucial for diminishing anti-
tumor immune responses.”® Although it has been shown
that platelets, as parts of the TME, possess the ability to
modulate tumor immune escape,"” '® the importance in
the context of immunotherapy is poorly investigated so
far. We observed that treatment with the novel bispecific
PSMAxCD3 antibody CC-1'""®leads to asignificant platelet
activation and a transient decrease of total platelet count
in vivo. Since a similar effect was observed in patients
with acute lymphocytic leukemia (ALL) treated with the
CD19xD3 BiTE blinatumomab, we hypothesize that plate-
lets represent so far underestimated players affecting the
efficacy of T cell-engaging bsAb, which is in line with data
that platelets impair NK cell-mediated tumor immuno-
surveillance and antitumor T-cell reactivity in a model of
adoptive T-cell transfer.'” °

In our preclinical setting, we were able to show that bsAb-
mediated tumor—-immune cell interactions efficiently

induce platelet activation, while the T cell-engaging
therapeutics alone do not bind or activate platelets. The
bsAb-induced T-cell activation was accompanied by an
upregulation of CD40L preferentially on CD4" T cells,
and the induced platelet activation was partly diminished
on blocking CD40-CD40L interaction. This is in line
with published data that T cells stimulate platelets via the
CD40—-CD40L. axis.?! However, further data are needed to
validate the involvement of CD40—-CD40L interaction.

When investigating the influence of activated platelets
on the PSMAxCD3-induced effector cell reactivity, we
observed a significant inhibition of T-cell reactivity. Of
note, this phenomenon was not restricted to the format
of the bispecific T cell-recruiting agents (IgGsc, BFP,
or BiTE), the tumor entity, or target antigen (PSMA,
NKG2DL, or CD19). This observation suggests that the
immunomodulating effect of platelets might be a general
mechanism of platelet-mediated tumor-immune escape
on treatment with T cell-engaging therapies. This hypoth-
esis is further supported by our finding that soluble
factors, secreted via activated platelets, efficiently subvert
bsAb induced T-cell cytotoxicity, which is in line with
observations reported for adoptive T-cell therapies and
immune checkpoint blockade.'®*

Our finding that only the reversible thrombin inhibitor
dabigatran, but not indomethacin, abrogated the inhibi-
tory effect of platelets is supported by data showing that
dabigatran can block thrombin-induced TGF-B activation

Lutz MS, et al. J Immunother Cancer 2022;10:e003655. doi:10.1136/jitc-2021-003655
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via platelet-bound glycoprotein A repetitions predomi-
nant.” Considering that pharmacological inhibition of
platelets restores efficacy of bsAb treatment, our data not
only emphasize the role of platelets in tumor-immune
cell interaction in general and bsAb-based immuno-
therapy in particular, but also indicate that blocking
platelet activation with clinically already available drugs
or neutralization of TGF-§ may serve to increase efficacy
of T cell-recruiting bsAb.

Bearing in mind that CAR T cells use a similar mech-
anism to induce cytotoxicity, a platelet-mediated inhibi-
tion of CAR T-cell reactivity is probable. However, further
data are needed to investigate such an assumption. In
conclusion, our study provides further important data
supporting the evidence of an inhibitory loop driven by
platelets undermining antitumor T-cell cytotoxicity and
thus facilitating tumor immune escape on treatment with
T cell-engaging agents.
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Supplemental Figure 1: A-B Induction of A platelet activation and B aggregation upon
NKG2DxCD3 and Blinatumomab (CD19xCD3) treatment. 10 uM TRAP-6 served as a positive
control. Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’'s multiple
comparisons test. C Platelet surface expression of target antigens used for the bispecific
constructs (CD3, PSMA, NKG2DL and CD19); ADAM10 served as a positive control (n=4).

Statistical significance was calculated by Kruskal-Wallis test and Dunn’s multiple comparisons
test.
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Supplemental Figure 2: A-B Induction of A CD69 expression and B CD40L expression upon
PSMAXxCD3 treatment. PBMCs of healthy donors were incubated with LNCap cells (E:T 4:1 in
the presence or absence of PSMAxCD3 (200 ng/ml). Statistical significance was calculated by
students two-tailed t-test. C Platelets of healthy donors (n=3) were analyzed for CD62P
expression after culturing them for 2 h in the presence or absence of LNCaP cells in the
combination with PSMAxCD3 and PBMCs of healthy donors with or without a CD40L blocking
antibody (10 pg/ml). Statistical significance was calculated by one-way ANOVA and Tukey’s
multiple comparisons test.
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Supplemental Figure 3: Correlation of platelet count and treatment with Blinatumomab
(CD19xCD3) in two B-ALL patients.
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