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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist eine aggressive Tumorerkrankung, die in 90 % der Falle in einem
Alter von unter 5 Jahren auftritt." Es gehen ca. 8-10 % aller padiatrischen Neoplasmen
auf das Neuroblastom zurtck,? was bei ca. 1800 Kinder, die in Deutschland neu an Krebs
erkranken, ungefahr 140 - 180 Neuerkrankungen pro Jahr entspricht.3 Das Neuroblastom
gehort damit zu den extrem seltenen Erkrankungen (ultra orphan disease), ist aber
dennoch die haufigste extrakranielle solide Tumorerkrankung in der Padiatrie, die fir 15%
aller Todesfalle durch Kinderkrebserkrankungen verantwortlich ist.2 Neuroblastomzellen
haben ihren Ursprung in entarteten primordialen Zellen der Neuralleiste des
sympathischen Nervensystems.2 Dementsprechend entstehen Primartumoren entlang
des Grenzstrangs und treten hauptsachlich im Abdomen auf. 50 % der abdominalen
Tumoren haben ihren Ursprung im Nebennierenmark.*5 Katecholamin-Abbauprodukte
(Homovanillinsaure, Vanillinmandelsaure) im Urin, sowie die neuronenspezifische
Enolase (NSE) im Blut sind wichtige diagnostische Marker, die bei Uber 90 % der
Neuroblastompatienten in erhdhter Konzentration vorliegen. Aufgrund der meist erst spat
auftretenden und zunachst auch uncharakteristischen Symptome erfolgt die Diagnose in
etwa der Halfte der Falle, nachdem der Tumor bereits metastasiert ist.5” Der klinische
Verlauf des Neuroblastoms ist extrem heterogen und umfasst spontane komplette
Regression, insbesondere bei Kindern unter einem Jahr, bis hin zu refraktaren
metastasierenden Stadien.! Besonders schlecht ist die Prognose bei Kindern lber zwei
Jahren.8? Diese Heterogenitdt des Neuroblastoms macht eine Stratifizierung der
Patienten fur die Auswahl angemessener Behandlungsmodalitaten notwendig. Die
Einteilung der Patienten mit Neuroblastom in unterschiedliche Risikogruppen war tber
viele Jahre nicht einheitlich geregelt, was fur die Vergleichbarkeit klinischer Studien, die
auf der Risikobewertung der Patienten beruht, zu Problemen fiihrte.'® Zudem basiert die
Entscheidung Uber die Intensitat des Behandlungsansatzes auf der Risikoeinstufung des
Patienten. Bis zur Entwicklung des Einteilungssystems vor Beginn der Therapie (pre-
treatment staging-system) beruhte die Einstufung der Neuroblastompatienten auf dem

International Neuroblastoma Staging System (INSS), die erst nach der chirurgischen
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Entfernung des Tumors erfolgte.'".'2 Mit dem Ziel ein einheitliches Stratifizierungssystem
schon zum Diagnosezeitpunkt, also vor der Operation, zu entwickeln und eine fur die
Schwere der Erkrankung adaquate Behandlung zu ermdglichen, wurde das International
Neuroblastoma Risk Group (INRG)-Klassifikationssystem entwickelt. Dieses basiert auf
dem INRG Staging System (INRGSS), das eine Einstufung der Patienten anhand von
Bildgebungsverfahren vornimmt und eine Risikoeinschatzung anhand sogenannter
image-defined risk factors erlaubt.’®> Das INRG-Klassifikationssystem kombiniert das
INRGSS mit weiteren Faktoren, wie Alter, histologischer Einstufung, Grad der
Tumordifferenzierung, MYCN-Amplifikation (> 4 Kopien) und
Chromosomenabberationen, um die Patienten in Risikogruppen einzuteilen (Sehrniedrig-
, Niedrig-, Mittel- und Hochrisikogruppe).'© Alle Patienten mit einer MYCN-Amplifikation
gehdéren zur Hochrisikogruppe unabhangig von anderen Faktoren, wie
Metastasierungsgrad und Alter. Kinder unter 18 Monate, die meist einen guten Verlauf
der Erkrankung zeigen (sehr niedriges bis mittleres Risiko), gehoren ebenfalls zur
Hochrisikogruppe, wenn sie genetische Pradispositionen, wie z.B. eine MYCN-
Amplifikation oder 11g-Chromosomenabberation, aufzeigen.’® Dieses verbesserte
Stratifizierungsmodell fihrte zu einer geringeren Behandlungsintensitat bei Niedrig- bzw.
Mittelrisikopatienten und zu einem intensiveren Behandlungsansatz bei

Hochrisikopatienten.14.15

1.2 Standardtherapie des Hochrisikoneuroblastoms

Der Therapie von Hochrisikopatienten liegt eine komplexe dreistufige Behandlung
zugrunde. Dazu gehort im ersten Schritt die Induktionstherapie mit intensiver
Chemotherapie, Stammzellentnahme fur die folgende Konsolidierungstherapie und die
operative Entfernung des Tumors. Die Konsolidierungstherapie beinhaltet eine
myeloablative Hochdosischemotherapie mit anschlieRender autologer hamatopoetischer
Stammzelltransplantation  gefolgt von einer lokalen Radiotherapie.'®  Zur
Rezidivpravention wird Isotretinoin als Erhaltungstherapie (maintenance) zur

Ausdifferenzierung verbleibender Neuroblastomzellen verabreicht.17.18

1.3 Immuntherapie
Ungeachtet des intensiven multimodalen Therapieansatzes liegt das ereignisfreie 5-

Jahresuberleben (event-free survival, EFS) der Hochrisikopatienten weiterhin bei 50 %.1°
2
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Fortschritte im Bereich der Tumorimmunologie haben zu neuen Ansatzen zur
Behandlung refraktarer Tumoren oder einer verbleibenden minimalen Resterkrankung
gefuhrt, wie z.B. Immuntherapien, die das Immunsystem in die Bekampfung der
Tumorerkrankung miteinbeziehen.20-2' Dabei zielt die Immuntherapie darauf ab, die durch
den Tumor vermittelte Immunsuppression zu unterdriicken oder die Erkennung des
Tumors durch zytotoxische Effektorzellen (z. B. Granulozyten, zytotoxische NK-Zellen
und zytotoxische T-Lymphozyten) zu ermdglichen.20 Eine wichtige Grundlage fir viele
Immuntherapien ist die Prasenz von tumorassoziierten Antigenen (TAA), die stark vom
Tumor, jedoch in geringem Mal} von gesundem Gewebe, exprimiert werden. Dabei kann
zwischen aktiven und passiven Immuntherapien unterschieden werden. Das Ziel einer
aktiven Immuntherapie ist es eine dauerhafte adaptive Immunantwort gegen diese TAA
zu generieren. Dabei konnen sowohl Oberflachen- als auch intrazellulare Antigene als
Zielstruktur fir eine Immunreaktion dienen. Die TAA Tyrosinhydroxylase (TH), MYCN,
die anaplastische Lymphomkinase (ALK) und das Disialogangliosid (GD2) sind bei der
aktiven Immuntherapie gegen das Neuroblastom von Bedeutung.2223 Ungeachtet der bis
jetzt gemachten Fortschritte in der Entwicklung einer aktiven Immuntherapie?*26 gibt es
noch keine vielversprechenden klinischen Ergebnisse bei der Behandlung des
Neuroblastoms.

Bei der passiven Immuntherapie wird u.a. versucht, das Immunsystem des Patienten
direkt gegen die Tumorzellen zu richten. Eine Maoglichkeit ist die Blockade von
Immuncheckpointrezeptoren, wie z.B. programmed cell death-1 receptor (PD-1) und
cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4), die auf den Immunzellen (im
Weiteren Effektorzellen genannt) des Patienten exprimiert sind, um damit den
hemmenden Einfluss von Checkpointliganden, die sich u.a. auf der Tumorzelloberflache
befinden, aufzuheben.?”.28 Eine weitere Saule der passiven Immuntherapie ist die
Verwendung genetisch veranderter Effektorzellen, wie NK-Zellen oder T-Zellen, die einen
antigenspezifischen Rezeptor (chimeric antigene receptor, CAR) tragen (CAR-T- und
CAR-NK-Zellen), und somit Tumorzellen, die das entsprechende TAA exprimieren, direkt
erkennen und lysieren kénnen.2? Bisher sind ausschlieRlich passive Immuntherapien, die
TAA-gerichtete  Antikorper  verwenden, Teil der Standardtherapie beim
Hochrisikoneuroblastom.2® Dabei bindet ein Antikdrper das entsprechende TAA und

vermittelt Uber den Fc-Teil die komplementabhangige (complement-dependent
3
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cytotoxicity, CDC) und effektorzellabhangige Tumorzelllyse (antibody-dependent cellular
cytotoxicity, ADCC)(}1.4.1). Der bedeutendste Fortschritt bei der Behandlung von
Patienten mit Hochrisikoneuroblastom wurde durch die Einfuhrung einer passiven
Immuntherapie mit anti-GD2-Antikérpern erreicht.3%-35 Das GD: ist auf nahezu allen
Neuroblastomzellen, jedoch sehr gering auf gesundem Gewebe, exprimiert und stellt
daher ein geeignetes TAA fiir eine Immuntherapie dar.36 Klinische Versuche mit den
murinen anti-GD2-Antikérpern 3F8 und 14G2a zeigten erste Erfolge,37-40 fiihrten jedoch
aufgrund der starken Immunogenitat der Antikorper bei 88 — 100% der Patienten zur
Bildung von Antikérpern gegen die therapeutischen Antikdrper (human anti-mouse
antibodies, HAMA).41-43 In Bemiihungen, die Bildung von HAMA zu reduzieren wurde der
chimare Antikdrper ch14.18 (Dinutuximab, produziert in der SP2/0-Zelllinie) entwickelt,
der die humanen konstanten IgG1-Regionen und die k-Kette sowie die variablen
Regionen des murinen 14.18 enthalt.3? Infolge der Chimarisierung entwickelte ein
deutlich geringerer Anteil an Immuntherapiepatienten Antikorper gegen den
therapeutischen Antikérper (human anti-chimeric antibodies, HACA).44 45 Aufgrund der
fehlenden Zulassung des ch14.18 in Europa wurde die Produktion des Antikdrpers mittels
der chinese hamster ovary (CHO)-Zelllinie durch die International Society of Paediatric
Oncology European Neuroblastoma (SIOPEN) initiiert (ch14.18/CHO; Dinutuximab beta).
Dieser Antikorper wurde 2017 fur die Behandlung von Hochrisikopatienten in Europa
zugelassen. Die Therapie mit ch14.18/CHO hat das ereignisfreie Uberleben, ahnlich wie
der ch14.18 in den USA, von Patienten mit Hochrisikoneuroblastom nach funf Jahren um
15 % im Vergleich zur Standardtherapie verbessert (Abbildung 1).4647 In den
europaischen Studien wurde der Antikorper in Kombination mit Interleukin-2 (IL-2) und
ohne IL-2 gegeben.{Ladenstein, 2018 #6759}
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Abbildung 1. Das ereignisfreie Uberleben von Neuroblastompatienten nach Risikoklassifikation. Kaplan-Meier-
Kurven von Patienten mit Niedrig- (schwarze Linie), Mittel- (schwarze gestrichelte Linie) und Hochrisikoneuroblastom
(graue Linie). Die Verbesserung des ereignisfreien Uberlebens der Hochrisikopatienten durch die Immuntherapie ist
durch Pfeil- und Prozentangaben dargestellt.*64” Abbildung wurde veréndert nach Park JR, et al., 2013, Pediatr. Blood
Cancer.®®

Das Rationale fur die Kombinationstherapie mit Zytokinen basierte auf praklinischen
Studien, die eine Verbesserung der Antitumoraktivitat von Antikdrpern durch die Zugabe
von Zytokinen gezeigt haben.3449-53 |n der Klinik werden das IL-2 und der Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (granulocyte macrophage colony-stimulating
factor, GM-CSF) begleitend zur Antikorpertherapie verabreicht.3 Aufgrund der fehlenden
Zulassung von GM-CSF in Europa erhalten Patienten die Immuntherapie ausschlief3lich
mit IL-2. Diese Kombinationstherapie ist jedoch mit starken Nebenwirkungen
verbunden.%* Zudem konnte eine randomisierte Studie zur Evaluierung der Rolle von IL-
2 in der anti-GD2-Immuntherapie keinen vorteilhaften Effekt der IL-2-Applikation auf das
ereignisfreie Uberleben der Patienten zeigen.5¢ Daher wird die begleitende Gabe von IL-
2 zunehmend kritisch gesehen.% Ferner fiihrt die GD2-gerichtete Behandlung mit
ch14.18/CHO, vermutlich durch die Bindung an GD2-exprimierende periphere
Nervenfasern (Off-tumor/on-target-Effekte), zu neuropathischen Schmerzen bei den
Patienten. Aus diesem Grund werden die Patienten wahrend der Immuntherapie mit
Gabapentin und Morphin behandelt.323340 Uberdies ist eine bekannte Nebenwirkung der
Infusion eines immunreaktiven Antikorpers ein starker Anstieg der Serumkonzentration
inflammatorischer Zytokine, der ebenfalls als eine Ursache fur die Toxizitat des
Antikorpers gilt.57-59 Dies wurde vor allem bei der Antikorperkurzzeitinfusion (short-term
infusion, STI) von 8 h - 20 h an 4 - 5 Tagen von 100 mg/m?/Zyklus beobachtet. Um die
hohen  Antikdrperkonzentrationen und die vermutlich damit verbundenen

Nebenwirkungen zu vermindern, wurde an der Universitatsmedizin Greifswald der
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Antikorper ch14.18/CHO in der gleichen Menge jedoch als kontinuierliche
Langzeitinfusion (long-term infusion, LT|) Gber einen Zeitraum von zehn Tagen (24 h/Tag)
verabreicht.®? In einem Hartefallprogramm (compassionate use program) wurden 53
Patienten mit Hochrisikoneuroblastom mit einer LTI von ch14.18/CHO in Kombination mit
IL-2 und abschlieender Gabe von Isotretinoin mit bis zu funf Zyklen behandelt (|2.1).
Wie vermutet konnte mit dieser neuen Applikationsform eine verbesserte Vertraglichkeit
der Therapie erreicht werden.6%.61 Dabei blieb die antitumorale Wirkung des Antikérpers
erhalten und die Patienten zeigten eine verbesserte Uberlebenswahrscheinlichkeit im

Vergleich zu der entsprechenden historischen Kontrolle.0

1.4 Funktionelle Parameter und Biomarker einer anti-GD2-lImmuntherapie

Ungeachtet der Erfolge, die durch eine GD2-gerichtete Immuntherapie bei Patienten mit
Hochrisikoneuroblastom zu verzeichnen sind, profitieren nicht alle Patienten von den
neuen Behandlungsstrategien.6.19:4655 Zudem geht die Antikorpertherapie gerade in
Kombination mit IL-2 mit einer hohen Belastung der Patienten einher. Daher ist es von
besonderer Bedeutung, patientenspezifische immunologische und genetische Faktoren,
sogenannte Biomarker, zu untersuchen, die dem unterschiedlichen Ansprechen auf eine
Antikorpertherapie zugrunde liegen. Daher wurden von den 53 Patienten des oben
beschriebenen Hartefallprogramms therapierelevante Biomarker untersucht. Dazu
gehdrte die therapieabhangige Veranderung der Zellzahlen von regulatorischen T-Zellen
(Treg), zytotoxischen NK-Zellen und Granulozyten (Neutrophile und Eosinophile) sowie
der Serumkonzentrationen von IFN-y, IL-10, IL-6 und IL-18. Aulierdem wurden Fcy-
Rezeptor (FCGR)2A- und -3A-Polymorphismen sowie Kkiller cell immunoglobulin-like
receptor (KIR)-Genotypen und deren Liganden (KIRL) erfasst. Zur Evaluierung der Rolle
dieser Parameter bei der Immuntherapie wurde deren Einfluss auf die ADCC und das
ereignisfreie Uberleben analysiert. Diese Parameter werden im Weiteren naher

beschrieben.

1.41 ADCC und FCGR

Therapeutische Antikorper wirken Uber die Vermittlung von Effektorfunktionen wie CDC
und ADCC sowie antikorpervermittelte Phagozytose (antibody-dependent cellular
phagocytosis, ADCP).62.63 Trotz der fundamentalen Bedeutung des Komplementsystems

und der Phagozytose bei der Abwehr von Pathogenen, wird aktuell die ADCC als der
6
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Hauptmechanismus einer Antikorpertherapie angesehen.%4-66 Der ch14.18/CHO gehort
zur 1gG1 Subklasse und vermittelt die Tumorzelllyse durch die Aktivierung der
Effektorzellen und die Ausldosung der Effektormechanismen Uber die Interaktion mit
aktivierenden FCGR.%* FCGR sind auf einer Vielzahl von Effektorzellen des angeborenen
Immunsystems exprimiert und bilden damit eine Verbindung zwischen dem angeborenen
und adaptiven Immunsystem. Zur FCGR-Familie gehoren vier Rezeptorklassen: FCGR1
(CD64), FCGR2 (CD32) und FCGR3 (CD16). Zu den ADCC-relevanten FCGR gehdren
die FCGR1A, -2A und -2B, die u.a. von Granulozyten exprimiert werden sowie die vor
allem von NK-Zellen exprimierten FCGR3A und -2C.87 Da der FCGR4 ausschlieflich
Antikorper der 1IgG2-Subklasse bindet, ist er fur eine IgG1-basierte Immuntherapie nicht
von Bedeutung und wird daher hier nicht naher beschrieben. Die Bindung des Antikorpers
an das Antigen verandert die Konformation des Fc-Teils des Antikdrpers und ermoglicht
so die Interaktion mit dem FCGR.%8. Aktivierende FCGR (FCGR1, FCGR2A und -C,
FCGR3A) binden den Fc-Teil des Antikdrpers Uber die extrazellulare a-Kette, was zu
einer Konformationsénderung des Rezeptors fiihrt.64 Die Signaltransduktion erfolgt tGber
Adaptorproteine, die intrazellular ein immunoreceptor tyrosine-based activation motiv
(ITAM) tragen, und resultiert in der Aktivierung der Effektorzellen.64 Aktivierte
Effektorzellen lysieren Tumorzellen Uber die Sekretion von Perforinen und zytotoxischer
Granula (z.B. Granzym B), uber die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen, wie
IFN-y, und der Aktivierung von Todesrezeptoren der TNF-Familie.63 Der einzige
inhibitorische FCGR 2B wird auf allen Effektorzellen, mit Ausnahme der NK-Zellen,
exprimiert. Dieser besitzt das immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motiv (ITIM), das
inhibitorische Signale in die Zelle leitet und damit die Aktivierung von Effektorzellen

hemmt.64

1.4.2 Effektorzellen in der Immuntherapie

Zellen des angeborenen Immunsystems sind Vermittler der antikdrperabhangigen
Tumorzelllyse. Dazu gehoren die bereits erwahnten Granulozyten und die zytotoxischen
NK-Zellen. Die wichtigsten Vertreter der Granulozyten, die die ADCC ausfuhren konnen,
sind die neutrophilen und eosinophile Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile).8%71 Im
peripheren Blut sind Neutrophile mit einem Anteil von 25 - 57 % an der

Gesamtleukozytenpopulation (bei Kindern im Alter von 3 - 5 Jahren) die haufigsten
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Effektorzellen und stellen damit eine vielversprechende Immunpopulation fur eine
Immuntherapie dar. Neutrophile und Eosinophile exprimieren die FCGR1 und -2A und
erkennen dadurch therapeutische IgG1-Antikorper, die ihr Antigen gebunden haben, und
kénnen in der Folge Tumorzellen lysieren, wie in vitro und in vivo gezeigt wurde.”0.71

Zu den lymphoiden Zellen, die u.a. eine Rolle bei der Immuniberwachung,’? d.h. bei der
Erkennung und Zerstorung infizierter und transformierter Zellen, spielen, gehéren NK-
Zellen, die 4% - 23 % (bei Kindern im Alter von 2 - 5 Jahren) der
Gesamtlymphozytenpopulation im peripheren Blut ausmachen. NK-Zellen kdnnen
anhand ihrer CD56-Expression in zwei Populationen unterteilt werden. Etwa 10 % der
NK-Zellen mit hoher CD56-Expression (CD56bright) gelten als zytokinproduzierende Zellen
mit regulatorischer Funktion.”? NK-Zellen mit niedriger CD56-Expression (CD56dm)
haben ein starkes zytotoxisches Potenzial und werden daher zytoxische NK-Zellen
genannt. Diese machen also ca. 90 % der NK-Zellpopulation aus.”3-7> Zytotoxische NK-
Zellen sind fir die Immuniberwachung von zentraler Bedeutung.”?2 So zerstéren NK-
Zellen die Zellen, in denen major histocompatibility complex Klasse-1-(MHC-I) Molekule
herunterreguliert sind, wie z.B. bei viral infizierten oder transformierten Zellen (| 1.4.5).
Zusatzlich zum Potenzial der NK-Zellen, kranke Zellen zu erkennen und zu lysieren,
exprimieren NK-Zellen die FCGR3A und FCGR2C, die durch die Interaktion mit dem Fc-
Teil von IgG-Antikérpern ebenfalls ADCC auslésen kdonnen. Daher spielen NK-Zellen
gerade fir die Antikdrpertherapie gegen maligne Zellen eine bedeutende Rolle.”®
AuRerdem konnen NK-Zellen inflammatorische Zytokine wie IFN-y produzieren und
dadurch die antitumorale Antwort verstarken.”?2 Aufgrund der Expression des
inhibitorischen FCGR2B auf den meisten Effektorzellen, jedoch nicht auf den
zytotoxischen NK-Zellen, werden letztere als die fur die ADCC und damit fur das
Therapieansprechen einer Antikdrpertherapie hauptverantwortliche
Effektorzellpopulation angesehen.3.77

Wie oben beschrieben, werden in dem Bestreben, die Anti-Tumorantwort in den
Patienten zu verstarken und dadurch die Wirksamkeit der Therapie zu erhdhen,
zusatzlich zum Antikérper GM-CSF und/oder IL-2 verabreicht, die eine Expansion und
Aktivierung von myeloiden Zellen bzw. Lymphozyten stimulieren.%0:52 Die Gabe von IL-2
kann jedoch zu einer starkeren Vermehrung von Teg im Vergleich zu NK-Zellen fuhren.

Der Grund dafur ist die Expression des hochaffinen trimeren IL-2-Rezeptors (CD25,
8
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CD122 und CD132) auf Treg und des mittelaffinen dimeren Rezeptors (CD122, CD132)
auf NK-Zellen.”® Ty konnen, wu.a. durch Zell-Zell-Kontakt, z.B. (ber
membrangebundenen TGF-B, direkt Effektorzellen inhibieren, aber auch Uber die
Sezernierung von Zytokinen, wie TGF- und IL-10, einen inhibitorischen Einfluss auf
Effektorzellen austiben.” Es wurde auf’erdem nachgewiesen, dass Treg Uiber Granzym
A- und B-vermittelte Lyse von NK-Zellen deren Zahl verringern konnen.8 In
verschiedenen Studien konnte dementsprechend ein negativer Einfluss von Treg auf die
Effektivitat von Immuntherapien gezeigt werden.81.82.78,83,84

Aus diesen Grunden wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit zusatzlich untersucht,
welchen Einfluss die therapieabhangige Veranderung der Zahl ADCC-vermittelnder
Granulozyten und NK-Zellen sowie der immuninhibitorisch wirkenden T.g auf die

patientenspezifische ADCC und auf das Therapieansprechen hat.

1.4.3 Zytokine in der Immuntherapie

Zytokine sind in ihrer Funktion als immunregulatorische Molekule ein bedeutender Faktor
einer Antikorpertherapie und konnen daher als Marker fur die Effektivitat einer
Immuntherapie fungieren. Diese Signalmolekule ermoglichen die Kommunikation
zwischen den Immunzellen und regulieren deren Uberleben, Differenzierung, Wachstum
und Funktion.5” Die Interaktion des therapeutischen Antikorpers mit den FCGR von
Makrophagen und NK-Zellen kann einen erheblichen Anstieg proinflammatorischer
Zytokine, wie z.B. IFN-y und IL-6, verursachen.5®8 Dieser systemische Anstieg
proinflammatorischer Zytokine, insbesondere von IL-6, gilt u.a. als Ausldser fur die
beobachtete Toxizitat bei der Antikdrperbehandlung (cytokine release syndrom).58:59.85.86
AuRerdem konnen Zytokine bei der Antikorpertherapie Effektorzellen zum Tumor
rekrutieren und die Starke und Qualitat der Aktivierung der Effektorzellfunktionen
steuern.”287 Von zentraler Bedeutung ist dabei das inflammatorische Zytokin IFN-y, das
von verschiedenen Effektorzellpopulationen (NK-Zellen, Makrophagen, Typ-1-T-
Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen) sezerniert wird. Bei einer IgG-basierten
Immuntherapie fuhrt die Interaktion zwischen dem Antikérper und den FCGR1 (CD64)
auf Makrophagen und dem FCGR3A (CD16A) auf NK-Zellen zu einem starken Anstieg
der IFN-y-Konzentration.88 IFN-y kann u.a. Effektorzellen, wie Granulozyten und

Monozyten aktivieren, die MHC Klasse I-Expression auf antigenprasentierenden Zellen
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und Tumorzellen induzieren und dadurch zur Anti-Tumorimmunitat beitragen.8%-%0 Zudem
kann IFN-y Tumorzellproliferation inhibieren und deren Apoptose induzieren.®'.92 Die
Sekretion von IFN-y durch NK-Zellen ist u.a. stark vom proinflammatorischen Zytokin IL-
18 abhangig. 9394 Dieses Zytokin kann u.a. die IFN-y-Sezernierung von NK-Zellen direkt
induzieren.?3:24 Die Rolle von IL-18 in der Immuntherapie ist jedoch noch nicht
abschlieRend geklart. So wurde praklinisch gezeigt, dass IL-18 die immuninhibitorische
Aktivitat von myeloiden Suppressorzellen (myeloide-derived suppressor cells, MDSCs)
im Tumormikromilieu weiter steigert.®> MDSCs sezernieren antiinflammatorische
Zytokine, wie z.B. IL-10, exprimieren verschiedene Immuncheckpoint-Liganden (z.B. PD-
L1) und schitzen somit den Tumor vor der Uberwachung durch das Immunsystems.%
Die durch die Gabe von IgG-Antikdrpern induzierten inflammatorischen Zytokine IL-6 und
CCL2 fordern ebenfalls die Bildung von MDSCs im Tumormikromilieu und gelten damit
als protumoral.®” Eine Antikorpertherapie, die u.a. zu einem systemischen Anstieg von
IL-6 und CCL2 fUhrt, kann daher mdoglicherweise die Entstehung von myeloiden
Suppressorzellen begunstigen und dadurch das Ansprechen der Therapie negativ
beeinflussen.58.97

In Reaktion auf eine starke Inflammation, die z.B. durch eine Antikorpertherapie
hervorgerufen  wird,%888%  regulieren  antiinflammatorische = Zytokine  die
Effektorzellantwort und verhindern somit Autoimmunitat.8%:98 Durch ihre regulatorische
Wirkung auf ADCC-vermittelnde Effektorzellen konnen antiinflammatorische Zytokine
den Erfolg einer Immuntherapie negativ beeinflussen.8%9 Dabei gilt IL-10 als der
bedeutendste Vertreter antiinflammatorischer Zytokine und als Gegenspieler von IFN-y;
IL-10 wird u.a. von Treg und Typ-2-T-Helferzellen (Th2) aber auch von Tumorzellen selbst
sezerniert.?® Durch die Bindung an seinen Rezeptor werden vor allem zytotoxische T-
Zellen und Antigen-prasentierende dendritische Zellen Uber die Janus kinase
(JAK)/signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)-Signalkaskade
inhibiert.'% Dies konnte in Experimenten belegt werden, die gezeigt haben, dass IL-10
den Tumor vor der Immuniberwachung durch zytotoxische T-Zellen schiitzt.100-102
Jedoch ist die Rolle von IL-10 nicht eindeutig geklart, da fur dieses Zytokin auch
kostimulatorische Effekte auf NK-Zellen und damit auch antitumorales Potenzial

beschrieben wurde.103
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Aufgrund dieser Beobachtungen wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit die NK-Zell-
aktivierenden Zytokine IFN-y und IL-18 (und IL-10), sowie die MDSC-aktivierenden und -
rekrutierenden Zytokine IL-6 (und ebenfalls IL-18) bzw. CCL2 als Biomarker des

Ansprechens auf eine Immuntherapie untersucht.

1.4.4 FCGR-Polymorphismen

Die ADCC hangt maRgeblich von der Aktivierung der IgG-bindenden FCGR ab.'%* FCGR-
Polymorphismen, d.h. Einzelpunktmutationen, die in mindestens 5% der Bevdlkerung
vorkommen (single nucleotide polymorphisms, SNP), koénnen Anderung der
Aminosauresequenz der Extrazellulardomane zur Folge haben und damit die
Bindungsaffinitat des FCGR zum therapeutischen Antikorper und somit die Aktvierung
der Effektorzellen beeinflussen.'95-197 Ein therapierelevanter SNP ist der FCGR2A-
H131R-Polymorphismus, der an der Aminosaureposition 131 entweder ein Histidin (H)
oder ein Arginin (R) aufweist. Der FCGR2A mit dem 131H-Allel hat eine hohere Affinitat
(high affinity zum Fc-Teil von Antikorpern der 1IgG1- und 2-Subklasse im Vergleich zum
131R-Allel (low affinity).107.108 Beim FCGR3A flihrt ein SNP an der Aminosaureposition
158 zu einem Aminosaureaustausch zwischen Phenylalanin (F) und Valin (V) in der
membrannahen Extrazellulardomane (FCGR3A-V158F-Polymorphismus). Dies hat
einen Effekt auf die Bindungsaffinitat zu IgG1-Antikorpern.195.109 So wurde gezeigt, dass
die NK-Zellen von Patienten, die homozygot fur den hochaffinen Polymorphismus
FCGR3A-158 V/V sind im Vergleich zu den NK-Zellen mit dem niedrigaffinen Genotypen
FCGR3A-158 F/F, bereits bei niedrigeren Antikdrperkonzentrationen eine erhdhte ADCC
vermittelten.!1® Zudem hatten die Patienten mit dem FCGR3A high affinity V/V- und -V/F-
Genotyp eine erhdohte FCGR3A-Expressionsdichte des Rezeptors auf den NK-Zellen
gegenlber den Patienten mit dem F/F-Genotyp.'"" Diese Beobachtung spiegelt sich in
einer verbesserten ADCC und klinischem Ansprechen der Patienten mit dem hochaffinen

Genotyp im Vergleich zu den Patienten mit dem niedrigaffinen Genotyp wider (Abbildung
2).111-114
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des Einflusses der FCGR-Polymorphismen, die eine hohe- bzw. niedrige
Affinitat des FCGR aufweisen, auf die ADCC. Die Bindungsaffinitdt des FCGR zum Fc-Teil des therapeutischen
Antikdrpers kann durch Polymorphismen, die zum Austausch von Aminosauren im Bereich der Extrazellulardoméane
fuhren, beeinflusst werden. Effektorzellen mit einem hochaffinen Rezeptor zeigen eine starkere Aktivierung der
Effektorfunktionen (links) im Vergleich zu denen, die einen niedrigaffinen FCGR exprimieren (rechts).

Aufgrund der Rolle von FCGR-Polymorphismen in der Immuntherapie soll in dieser Arbeit
deren Einfluss auf das Ansprechen auf eine GD2-gerichtete Immuntherapie untersucht

werden.

1.4.5 KIR/KIRL-Genotypen

Die Aktivierung der zytotoxischen NK-Zellen hangt vom Gleichgewicht aktivierender und
inhibitorischer Signale ausgehend von den NK-Zellrezeptoren ab.”? Die am haufigsten
beschriebenen Rezeptoren sind die KIR, die auf dem Chromosomen 19q codiert sind. Zu
den KIR gehoren sieben inhibitorische (KIR 3DL1 - 3, 2DL1 - 3 und 2DL5) und sechs
aktivierende Rezeptoren (KIR2DS1 - 5 und 3DS1) sowie ein Rezeptor, der sowohl
aktivierend als auch inhibierend wirken kann (KIR 2DL4). Die Gene fur die KIR sind sehr
heterogen in der Bevdlkerung verteilt. Hauptsachlich kénnen zwei KIR-Haplotypen
unterschieden werden, die in eine aktivierende und eine inhibitorische Gruppe unterteilt
werden kdnnen. Der Haplotyp A zeichnet sich durch die Abwesenheit von aktivierenden
KIR, mit der Ausnahme von 2DS4, aus (Haplotyp A: KIR3DL3, 2DL3, 2DP1, 2DL1, 3DP1,
2DL4, 3DL1, 2DS4, 3DL2), wohingegen der Haplotyp B durch einen variablen Satz an
hauptsachlich aktivierenden Rezeptoren charakterisiert ist (KIR2DS1, 2DS2, 2DS3,
2DS5, 2DL2, 2DL5 und 3DS1).115 Daher wird der Haplotyp A als inhibitorischer und der

Haplotyp B als aktivierender KIR-Genotyp angesehen. KIR interagieren mit HLA Klasse-
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I-Molekllen (HLA = MHC-I), die von allen Korperzellen exprimiert werden.!1® HLA-
Molekule dienen als Erkennungsmerkmal korpereigener Zellen und vermitteln u.a. durch
die Interaktion mit inhibitorischen KIR Immuntoleranz. Fur die Interaktion mit den
inhibitorischen KIR sind hauptsachlich drei unterschiedliche HLA-Epitope (HLA-A, -B und
-C) entscheidend, die durch Polymorphismen an den Aminosaurepositionen 80 bis 83 der
a1-Doméane charakterisiert sind.''® Das C1-Epitop zeichnet sich durch ein Asparagin an
der Aminosaureposition 80 aus und wird von den KIR2DL2 und KIR2DL3 erkannt. Das
Epitop C2 ist durch einen Lysinrest an der Aminosaureposition 80 charakterisiert und wird
durch KIR2DL1 gebunden. Das Bw4-Epitop besitzt ein Argininrest an Position 83 und
wird durch KIR3DL1 erkannt. Der KIR3DL2 erkennt HLA-A4- und HLA-A-11-Epitope. Die
Liganden fir die KIR2DL5 und KIR3DL3 sind bisher unbekannt.'”

NK-Zellen zeigen wahrend der Entwicklung im Knochenmark eine unterschiedliche
Expression der KIR-Gene.''® Die Interaktion zwischen ,Selbst“-HLA-Molekilen und den
entsprechenden differenziell exprimierten Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle bei der
Reifung der NK-Zellen.''® NK-Zellen, deren inhibitorischer KIR wahrend der Reifung mit
dem entsprechenden koérpereigenen Liganden interagiert, sind lizensiert und reagieren
somit nicht auf gesunde korpereigene Zellen. Die lizensierten NK-Zellen spielen bei der
Immuniberwachung eine zentrale Rolle. Die Interaktion zwischen HLA und den
entsprechenden Rezeptoren erméglicht die Uberwachung der Kérperzellen durch NK-
Zellen.'® NK-Zellen koénnen dadurch gesunde von kranken Zellen, deren HLA-
Expression beeinflusst ist, unterscheiden.’® Uberwiegen aktivierende Signale die
Inhibitorischen, fuhrt dies zur Aktivierung der NK-Zell-Effektorfunktion und zur Lyse der
Zielzellen, deren Liganden fir inhibitorische KIR fehlen oder niedrig exprimiert sind.!®
Entgegen der Hypothese, dass nicht lizensierte NK-Zellen unreif und daher nicht reaktiv
sind,'20 wurde in klinischen Studien mit therapeutischen Antikdrpern gezeigt, dass
Patienten, denen auf genetischer Ebene der Ligand flr den entsprechenden
inhibitorischen KIR fehlt (mismatch), ein besseres Ansprechen auf eine
antikorperbasierte Immuntherapie aufweisen, als die Patienten, welche die Gene fur die
entsprechenden Liganden aufweisen (match).'?' Zusatzlich wurde in vitro an

Neuroblastomzelllinien gezeigt, dass nicht lizensierte NK-Zellen, deren inhibitorischer
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KIR-Rezeptor fur den entsprechenden Liganden fehlt, unabhangig von deren HLA-

Expression, reaktiv gegentiber Tumorzellen sind.122

Zudem spielen aktivierende KIR eine wichtige Rolle fur die Reaktivitat von NK-Zellen
gegenuber malignen Zellen. So konnte z.B. bei Leukamiepatienten ein vorteilhafter Effekt
auf das ereignisfreie Uberleben gezeigt werden, die Stammzellen von Spendern mit dem
aktivierenden KIR-Haplotyp B bei einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation,

erhalten haben.115.123-125

Auf Grundlage der Studien, welche die Bedeutung von inhibitorischen KIR-KIRL-
Genotypen und aktivierenden KIR in der Immuntherapie gezeigt haben, wurde in dieser
Arbeit untersucht, ob diese Effekte auch bei einer GD2-gerichteten Immuntherapie in

Kombination mit IL-2 gegen das Hochrisikoneuroblastom eine Rolle spielen.

1.5 Zielstellung

Ungeachtet der intensiven multimodalen Therapie gegen das Hochrisikoneuroblastom
und der damit verbunden hohen Belastung der Patienten liegt die ereignisfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit weiterhin bei 50 %. Die Einfiihrung der Immuntherapie hat
bis jetzt zu einem verbesserten ereignisfreies Uberleben um nur 15 % gefiihrt.4647 Daher
ist es von besonderer Relevanz Patienten zu identifizieren, die noch nicht von den
existierenden Therapiemodalitaten profitieren. Die ldentifikation pradiktiver Biomarker
soll als Grundlage fur die weitere Anpassung und Verbesserung existierender
Immuntherapien dienen. Das Ziel dieser Arbeit war es daher den Zusammenhang
zwischen genetischen und immunologischen Parametern und dem Therapieansprechen
zu untersuchen, um mithilfe der gewonnenen Erkenntnisse zukunftige Therapien weiter

zu personalisieren und weiter verbessern zu kdnnen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden zunachst immunologische Parameter und deren
Einfluss auf die ADCC und das Uberleben von 53 Patienten des an der
Universitatsmedizin  Greifswald  durchgefuhrten  Hartefallprogramms  analysiert
(Abbildung 3). Dabei wurden die ADCC-vermittelnden zytotoxischen NK-Zellen,
Granulozyten (Eosinophile und Neutrophile) und die immunregulierenden Treg untersucht.
Weiterhin wurde der Einfluss der Therapie auf die Serumkonzentrationen von Zytokinen

analysiert, die u.a. an der Lymphozyten-Aktivierung bzw. Regulation beteiligt sind (IFN-y
14



Einleitung

und IL-10) und von Zytokinen, die MDSCs (IL-18, IL-6 und CCL2) stimulieren und

rekrutieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die FCGR2A-131H/R- und der FCGR3A158/V/F-
Polymorphismen, die inhibitorischen NK-Zellrezeptoren (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3
und KIR3DL1) und die entsprechenden Liganden (HLA-C1, HLA-C2 und HLA-Bw4*-
Motiv) sowie die aktivierenden NK-Zellrezeptoren (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS4,
KIR2DS5 und KIR3DS1) bestimmt. Anhand dieser Daten wurde der Zusammenhang
zwischen patientenspezifischen genetischen Parametern und der ADCC sowie dem

ereignisfreien Uberleben untersucht.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Das Hartefallprogramm (Reg.-Nr.: APN311-303) wurde der Ethikkommission an der
Universitatsmedizin Greifswald vorgelegt und durch diese beflrwortet. Innerhalb des
Programms wurden 53 Patienten mit Hochrisikoneuroblastom behandelt. Diese Patienten
haben bis zu funf Zyklen einer antikdrperbasierten Immuntherapie erhalten (Abbildung
3). Innerhalb eines Zyklus (35 Tage) haben die Patienten die ersten flinf Tage mit 6x10°
IlU/m?/Tag s.c. IL-2 erhalten (Tage 1 - 5) gefolgt von einer kombinierten Therapie
bestehend aus einer LTI von 10 mg/m2/Tag ch14.18/CHO und 6x108 IlU/m2/Tag s.c. IL-2
(Tage 8 - 12) und einer LTI von ch14.18/CHO ohne IL-2 (Tage 13 - 18; kumulative Dosis
von 100 mg/m?; Abbildung 3). Im Anschluss an die LTI wurden 160 mg/Tag Isotertinoin
b.i.d. (lat.: bis in die, 2x taglich) p.o. (per os) verabreicht (Tage 19 - 32) (Abbildung 3).
Patienten, die nach den INSS-Kriterien'%.13 zur Hochrisikogruppe gehoérten und ein primar
refraktéares Neuroblastom (d.h. fehlendes Ansprechen auf eine konventionelle
Behandlung) oder eine wiederauftretende Neuroblastomerkrankung (relapse) hatten,
wurden in dieses Programm aufgenommen. Das Medianalter zum Zeitpunkt der
Diagnose war 4,41 Jahre (Intervall: 0,5 - 24,1 Jahre) und 7,08 Jahre zum Zeitpunkt der
Therapie (Intervall: 1,9 - 25,5 Jahre). Das Medianintervall vom Diagnosezeitpunkt bis zum
Start der Therapie betrug 2,1 Jahre.

16



Patienten und Methoden

2222 2122

Tag 1*# 5% 8*# 15*#% 18#  22% 29% 35%

Behandlung: 5 Zyklen; 35 Tage/Zyklus
{ Aldesleukin (IL-2); s.c.; 6x10° [lU/m%/Tag; kum.: 60x10° U/m2/Zyklus
. ch14.18/CHO; LTI; 10 mg/m?%/Tag; kum.: 100 mg/m%/Zyklus

D Isotretinoin (13-cis-RA); b.i.d. p.o.; 160 mg/m2/Tag; kum.: 2240 mg/m?/Zyklus

Analysezeitpunkte:

* Zytokine (Zyklus 1)
# Effektorzellzahl (alle Zyklen)
$ ADCC (Zyklus 1)

Abbildung 3. Behandlungsschema des Hartefallprogramms und Analysezeitpunkte. 53 Patienten haben finf
Tage 6x10° 1U/m%/Tag IL-2 (subkutan) und anschlieRend 10 mg/m?/Tag ch14.18/CHO 10 Tage (Tage 8 - 18) als eine
Langzeitinfusion in Kombination mit 6x10° IU/m?/Tag IL-2 (subkutan; Tage 8 — 12) erhalten. Im Anschluss an die
Antikérperbehandlung wurden 160 mg/m?2/Tag Isotretinoin b.i.d. p.o verabreicht. Serumproben fiir die Zytokinanalyse
(*) wurden an den Tagen 1, 5, 8, 10, 12 und 15 im Zyklus 1 abgenommen. Zur Bestimmung der Effektorzellzahl wurden
EDTA-Blutproben (#) an den Tagen 1, 8, 15, 18, 22, 29 und 35 in allen Zyklen abgenommen. Fir die Evaluierung der
ADCC wurden Na-Heparin-Blutproben ($) an den Tagen 1 und 15 im Zyklus 1 abgenommen.

2.2 Patientenproben

Von 53 Patienten des Hartefallprogramms wurde Blut in EDTA-Rohrchen (EDTA diente
als Antikoagulans) (12.1.3) fur die DNA-Isolation abgenommen und bei -20°C gelagert.
Zur Ermittlung der ADCC (]2.2.6) wurden Blutproben in Na-Heparin-Réhrchen (Na-
Heparin diente als Antikoagulans) (12.1.3) und Serumproben in Vacutainer®
Serumrohrchen mit Trenngel (Serumrdhrchen; 12.1.3) vor dem Start der Therapie, am
Tag 8 und am Tag 15 (Tag 8 der Antikdrperbehandlung) der Immuntherapie in jedem
Zyklus enthommen (Abbildung 3). Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration wurden
Serumproben abgenommen und bei -80 °C gelagert (Abnahmezeitpunkte: siehe
Abbildung 3).

2.3 Analyse der ADCC

Die Effektivitat der Effektorzellen der Patienten GD2-exprimierende Tumorzellen
(Targetzellen: LAN-1) antikdrperabhangig zu lysieren, wurde mittels eines Calcein-
Acetoxymethylester  (AM)-basierten Tests evaluiert.?  Calcein-AM ist ein
membrangangiger Fluoreszenzfarbstoff, der zur Farbung lebender Zellen verwendet

wird. Aufgrund der kovalenten Bindung des hydrophoben AM an Calcein kann das
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Molekll durch die hydrophobe Doppelllipidmembran in die Zelle diffundieren. Im
Intrazellularraum wird das AM durch Esterasen hydrolytisch abgespalten, wodurch das
Calcein mit hydrophilen Eigenschaften entsteht, das dadurch in den lebenden Zellen
verbleibt. Calcein komplexiert nach der Abspaltung von AM intrazellulares Calcium und
fluoresziert nach Exzitation mit Licht mit einer Wellenlange von 495 nm, das bei 515 nm
Wellenlange gemessen werden kann. Tumorzellen, an denen der anti-GD2-Antikorper
ch14.18/CHO das Antigen GD2 gebunden hat, werden von Effektorzellen durch ihre
FCGR erkannt. Aufgrund der Bindung des Antigens andern das Fab-Fragment und der
FC-Teil des Antikdrpers ihre raumliche Konformation und ermdglichen so die Bindung
durch die FCGR, die in der Folge zur Aktivierung der Effektorzellen fuhrt (11.4.1). Die
Aktivitat der Effektorzellen hat die Lyse der Tumorzellen und die Freisetzung des Calceins
zur Folge. Die Fluoreszenz des extrazellularen Calceins dient als indirekter quantitativer
Nachweis der Tumorzelllyse (Abbildung 4). Zur Bestimmung der ADCC wurden Calcein-
beladene Tumorzellen, Patientenserum und -Effektorzellen in 6-facher Bestimmung 4 h
inkubiert und anschlie®end das Ausmald der Tumorzelllyse anhand der Fluoreszenz des

extrazellularen Calceins bestimmt (Abbildung 4).
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Calcein-AM
A B

Calcein ch14.18/CHO

Abbildung 4. Prinzip der ADCC-Bestimmung. (A) Tumorzellen werden mit Calcein-AM inkubiert. Die Calcium-
Bindestelle von Calcein ist durch die Verknipfung mit Acetoxymethylester (AM) maskiert; Calcein fluoresziert daher
nicht. (B) Das Calcein-AM diffundiert aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften durch die Membran in den
Intrazellularraum. Dort wird AM durch Esterasen hydrolytisch abgespalten, wodurch Calcein in der Lage ist Calcium zu
komplexieren und in der Folge zu fluoreszieren. Der GD2-spezifische Antikdrper ch14.18/CHO bindet das GD2 an der
Tumorzelloberflache (C), wodurch Effektorzellen rekrutiert werden (D), die u.a. durch die Bindung des FCGR an den
FC-Teil des Antikorpers aktiviert werden, was in der Folge zur Tumorzelllyse fiihrt (E). Als indirektes Maf fur die
Tumorzelllyse wird die Fluoreszenz des extrazellularen Calceins bei 515 nm gemessen.

2.4 Analyse der FCGR-Polymorphismen und KIR/KIRL-Genotypen

In dieser Arbeit wurden die FCGR2A-H131R- und FCGR3A-V158F-Polymorphismen
untersucht, die einen Einfluss auf die Bindungsaffinitat der FCGR zu den Fc-Teilen des
therapeutischen  Antikorpers haben. Weiterhin  wurde das  genetische
patientenspezifische KIR-Repertoire analysiert, das die NK-Zell-Effektorfunktion
reguliert.121.122 Die FCGR-Polymorphismen und KIR/KIRL-Genotypen von 53 Patienten
wurden validiert bestimmt. Dazu wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit
sequenzspezifischen Primern etabliert, mit der die FCGR-Polymorphismen und KIR-
Gene amplifiziert und anschliel’end mithilfe einer Schmelzkurvenanalyse die Genotypen
der Patienten bestimmt wurden.'2” Zur Validierung der Methode wurden Kontrollplasmide
mit den Zielsequenzen und einer internen Kontrolle (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase, GAPDH) generiert. Diese wurden in jedem PCR-Lauf mitgefiihrt.127
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2.5 Erfassung der Immunstaten

Zur Analyse der IL-2-Effekte bzw. des Einflusses der kombinierten Behandlung auf die
Effektorzellzahlen wurden zytotoxische NK-Zellen, Treg und Granulozyten (Neutrophile
und Eosinophile) mit der Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting,
FACS) im |Institut far Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der
Universitatsmedizin ~ Greifswald  untersucht.'?®  Dazu  wurden  spezifische
Oberflachenmarker ~ der  zytotoxischen  NK-Zellen  (CD16*/CD569™m),  Treg
(CD3*/CD4*/CD25*/CD127-) und Granulozyten (Gating der Neutrophilen und Eosinophile
nach Granularitat (SSC) und CD45*) mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern markiert
und anschlieflend im Durchflusszytometer (FACSCalibur™) gemessen. Zur Vorbereitung
der FACS-Analyse wurden zunachst Erythrozyten lysiert. Dafur wurde EDTA-Blut im
Verhaltnis 1:2 mit Erythrozytenlysepuffer (0,15 mol/l NH4, 10 mmol/l KCHO3, 0,1 mmol/l
EDTA, pH 7,2-7,4) versetzt, fur 7 min im Dunkeln inkubiert und anschlief3end 5 min bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (300xg). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet einmal mit FACS-Waschpuffer (1x PBS, 2 % FCS, 0,1 % NaNz, pH 7.4)
gewaschen (5 min, 300xg, RT). Die Effektorzellen wurden mit den oben beschriebenen
Antikorpern fur 20 min bei 4 °C in 100 yl Waschpuffer inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen erneut 5 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (300xg), der Uberstand

verworfen und das Zellpellt fur die Analysen in 100 ul Waschpuffer aufgenommen.

2.6 Zytokinanalyse

Zur Untersuchung der therapieabhangigen Veranderung des Zytokinmilieus wurden die
Serumkonzentrationen von IFN-y, IL-6, IL-10, IL-18 und CCL2 mittels eines validierten
Immunoassays ermittelt. Die absoluten Zytokinkonzentrationen wurden mit dem
LEGENDplex™-Kit bestimmt. Der Test basiert auf der Bindung der Zytokine an die auf
den Beads immobilisierten Antikorper (Abbildung 5A). Die so gebundenen Zytokine
konnen mittels biotinylierter Detektionsantikorper und Streptavidin-gekoppelten R-
Phycoerythrin (PE) detektiert werden. Die Beads unterscheiden sich in der GroRe und
Granularitat (Populationen A und B) wund in der Allophycocyanin (APC)-
Fluoreszenzintensitat. Anhand dieser spezifischen Eigenschaften lassen sich mehrere
Bead-Populationen mit unterschiedlicher Zytokinspezifitat gleichzeitig bestimmen

(Abbildung 5). Dazu wurden die Beads in der Analyse zunachst nach Grdéf3e und
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Granularitat in die Populationen A und B und anschliel®end anhand der APC-Fluoreszenz
in die zytokinspezifischen Populationen unterteilt (Abbildung 5B und C). Die PE-
Fluoreszenzintensitat ist abhangig von der Zytokinkonzentration. Diese wurde anhand

zytokinspezifischer Standardkurven und der Median-Fluoreszenzintensitat der Beads

berechnet.
A B C
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Abbildung 5. Schematische Darstellung der Bestimmung der Zytokinkonzentration im Patientenserum mittels
Durchflusszytometrie. (A) Die Bead-Populationen (in dieser Darstellung mit A1, A2, B1 und B2 bezeichnet) sind mit
zytokinspezifischen Antikorpern konjugiert. Die PE-Fluoreszenzintensitat steht in Abhangigkeit von der Zahl der
gebundenen Molekiile. (B) Die Beads wurden anhand ihrer Grof3e (side scatter) und der Granularitat (forward scatter)
in die Gates A und B unterteilt und anschlieBend (C) die Untergruppen anhand der APC-Fluoreszenzintensitat
identifiziert (schematische Darstellung des Gatings am Beispiel der Population A). Die Zytokinkonzentration wurde
anhand der Standardkurve und der Median-PE-Fluoreszenzintensitat der Beads ermittelt.

2.6.1 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurde mit der SigmaPlot-Software (Version 13.0, Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA) durchgefuhrt. Zunachst wurden alle Gruppen auf
Normalitat und Varianzgleichheit getestet. Der Unterschied zwischen zwei Gruppen
wurde bei Abhangigkeit der Gruppen mit dem gepaarten {-Test, bei Unabhangigkeit der
Gruppen mit einem einseitigen ungepaarten (-Test durchgefihrt. Lag keine
Normalverteilung vor, wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Bei mehr als zwei Gruppen, bei denen eine Normalverteilung und Varianzgleichheit
vorlag, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. Wurden diese
Voraussetzungen nicht erfullt, wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test
verwendet. Als Post-hoc-Test wurde der Dunnett-Test verwendet.

Fir die Uberlebenszeitanalyse wurden die Patienten anhand der Median-
Zytokinserumkonzentration bzw. Effektorzellzahl in zwei Gruppen unterteilt (hoch und

niedrig). Fur weitere Analysen wurden die Patienten in vier gleich grof3e Gruppen (sehr
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hoch, hoch, niedrig und sehr niedrig) unter Verwendung der Quartil-
Zytokinserumkonzentration bzw. -Effektorzellzahl unterteilt. Uberlebensparameter
wurden mit der Kaplan-Meier-Methode dargestellt und der Unterschied zwischen den
Kaplan-Meier-Kurven mithilfe des LogRank-Tests statistisch analysiert. Die ereignisfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde in Prozent (%) mit dem 95%-Konfidenzintervall (in
eckigen Klammern) dargestellt. Ein P-Wert < 0,05 galt als ein signifikanter (*), P < 0,01
als ein sehr signifikanter (**) und P < 0,001 als ein extrem signifikanter (***) Unterschied
zwischen den Gruppen.

Um die ermittelte Verteilung der Genotypfrequenzen mit der erwarteten Verteilung des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts zu vergleichen, wurde ein Chi-Quadrat-Test
durchgeflhrt. Die Nullhypothese war, dass es keinen Unterschied zwischen den
erwarteten und den beobachteten Genotypfrequenzen gab. Bei einem P-Wert > 0,05
wurde angenommen, dass sich die Genotypfrequenzen im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht befinden.

Um die Abhangigkeit zweier Zufallsvariablen zu untersuchen, wurde die lineare
Korrelationsanalyse verwendet. Die Unabhangigkeit verschiedener Parameter wurde mit
dem Chi-Quadrat-Test erfasst. Eine Unabhangigkeit der Gruppen wurde bei einem P-

Wert von > 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung immunmodulatorischer Faktoren

Im ersten Teil dieser Arbeit sind die Ergebnisse aus der Publikation in der Zeitschrift
Oncolmmunology (impact factor 2018: 5,333) zusammengefasst, die sich mit dem
Einfluss der kombinierten Immuntherapie auf therapierelevante Effektorzellpopulationen
und Zytokine befasst.’?® Des Weiteren wurde die Rolle dieser Immunparameter auf das
Ansprechen der 53 Patienten des oben beschriebenen Hartefallprogramms (12.1) auf die

Immuntherapie untersucht.

3.1.1 Einfluss der Immuntherapie auf die Effektorzellpopulationen und die
Zytokinserumkonzentration

Zunachst wurde die therapievermittelte Anderung der Lymphozytenpopulationen

(zytotoxische NK-Zellen und Treg) und der Granulozyten (Neutrophile und Eosinophile)

und die Zytokinserumkonzentrationen mit einem beadbasierten Immunassay analysiert.

Die Effektorzellen wurden mittels Durchflusszytometrie zu den im Abschnitt ,Methoden®
beschriebenen Zeitpunkten (12.1; Abbildung 3) quantifiziert.'28 Nach den ersten fiinf
Tagen der IL-2-Monotherapie zeigte die Analyse eine starke Expansion der zytotoxischen
NK-Zellen und Treg (ca. 2- bzw. 11-facher Anstieg im Vergleich zum Basiswert), die nach
der kombinierten Gabe von IL-2 und ch14.18/CHO (Tag 15) stagnierte. Ab dem zweiten
Zyklus war ein Abfall beider Lymphozytenpopulationen wahrend der kombinierten
Behandlung zu beobachten. Im Gegensatz dazu konnte bei der Untersuchung der
Neutrophilen eine Erhdhung der Zellzahl im Vergleich zum Basiswert (Zyklus 1, Tag 1)
erst wahrend der kombinierten Gabe von ch14.18/CHO und IL-2 beobachtet werden. Die
Eosinophilenzahl stieg hingegen wahrend der IL-2-Monotherapie signifikant im Vergleich
zum Basiswert und erhdhte sich weiter zum Ende der Kombinationsbehandlung hin (Tag
15). Der therapieabhangige Anstieg der NK-Zellen, Treg und Granulozyten nach der IL-2-
Gabe bzw. wahrend der kombinierten Behandlung spiegelte sich ebenfalls in der
Erhéhung der Serumkonzentration von IFN-y, IL-10, IL-6, IL-18, und CCL2 wider. Es
wurde eine IL-2-bedingte Erhdhung der Zytokinserumkonzentration beobachtet; es zeigte
sich jedoch eine deutlich starkere Erhohung der Konzentrationen dieser Zytokine

wahrend der kombinierten Therapie. Interessanterweise wurden die hdchsten
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Serumkonzentrationen von IFN-y, IL-6 und CCL2 am Tag 10 (Tag 3 der kombinierten
Behandlung) der Therapie beobachtet. IL-10 hingegen erreichte seine maximale
Serumkonzentration am Tag 12 (Tag 5 der kombinierten Behandlung), also zwei Tage
nachdem die proinflammatorischen Zytokine die hochste Serumkonzentration erreicht
haben. Dies spricht vermutlich fur eine regulatorische Antwort, die durch die

Immuntherapie ab Tag 12 induziert wurde (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Darstellung der antiinflammatorischen Reaktion auf die Immuntherapie am Beispiel von IFN-y
und IL-10. Serumproben wurden vor dem Start der Immuntherapie (Tag 1) nach 5 Tagen der IL-2-Behandlung (Tag
5), vor Beginn der Antikdrpertherapie (Tag 8) und wahrend der Kombinationsbehandlung (Tage 10, 12 und 15)
abgenommen und mit einem beadbasierten Immunassay wie im Abschnitt ,Methoden” beschrieben analysiert. Werte
sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Experimente wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Schwarze
Balken markieren die Tage der IL-2-Behandlung und die graue Flache die LTI von ch14.18/CHQO. Pfeile markieren das
Ende der Kombinationsbehandlung.

Die Spitzenserumkonzentration von IL-18 wurde, wie bei IL-10, am Tag 12 der
Immuntherapie beobachtet. Dies hangt moglicherweise mit der antikbrperabhangigen
Expansion der Neutrophilen, die durch IL-18 stimuliert werden, aber auch dieses Zytokin
selbst exprimieren,'2° zusammen.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Expansion der Lymphozyten und
Eosinophilen nach der ersten IL-2-Behandlung und der Neutrophilen wahrend der
Antikorperinfusion erfolgte. Aullerdem wurden die Spitzenkonzentrationen von IL-10 zwei
Tage nach dem IFN-y, IL-6 und CCL2 ihre Hochstwerte erreicht haben, beobachtet, was
auf eine zytokinvermittelte regulatorische Antwort auf die Kombinationstherapie

hindeutet, die aber keinen Einfluss auf die IL-18-Konzentration zu haben scheint.
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3.1.2 Korrelation zwischen der Effektorzellzahl und der ADCC

Im Weiteren wurde untersucht, ob die unterschiedlichen Effektorzellzahlen einen Einfluss
auf die ADCC haben. Dazu wurden die Patienten anhand der Median-Effektorzellzahl in
zwei Gruppen unterteilt und anschlieend untersucht ob die HOhe der ADCC mit der
Effektorzellzahl wahrend der Antikérperbehandlung (Tag 15 der Immuntherapie und Tag
8 der Antikdrperinfusion) korreliert. Es konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der Zellzahl zytotoxischer NK-Zellen oder Granulozyten
(Neutrophile und Eosinophile) und der ADCC festgestellt werden (P = 0,390, 0,267 bzw.
0,363). Auch die Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen Treg-Zahl und der

ADCC zeigte ebenfalls keinen statistisch signifikanten Zusammenhang (P = 0,438).

3.1.3 Korrelation zwischen der Effektorzellzahl und dem Therapieansprechen
Weiterhin war von Interesse, inwiefern sich die beobachteten Unterschiede in den
Effektorzellzahlen am Tag 15 der Therapie auf das ereignisfreie Uberleben der Patienten
auswirkten. In Ubereinstimmung mit den ADCC-Daten konnte weder bei Patienten mit
hoher (Uber dem Medianwert) noch mit niedriger (unter dem Medianwert) zytotoxischer
NK-Zell- noch Granulozytenzahl (Neutrophile und Eosinophile) ein verbessertes
ereignisfreies Uberleben beobachtet werden (P = 0,384; 0,455 bzw. 0,196). Hingegen
wiesen die Patienten mit einer T.eg-Zahl unter dem Medianwert im Vergleich zu den
Patienten mit héherer Treg-Zahl eine Tendenz zu verbessertem Uberleben auf (P =0,138).
Eine weitere Aufteilung der Patientenkohorte in Quartile zeigte eine signifikant hohere
ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit bei den Patienten mit weniger als 138
Zellen/yl (unteres Quartil) im Vergleich zu den Patienten mit einer Treg-Zahl Uber 138
Zellen/ul (Abbildung 7; P = 0,024).
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Abbildung 7. Einfluss der Treg-Zahl auf das ereignisfreie Uberleben. Die Patientengruppe wurde anhand der
Quartile der Treg-Zahlen wahrend der Antikdrperbehandlung (Tag 15) unterteilt. Dargestellt ist die ereignisfreie
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit sehr hoher- (schwarze Linie; > 447 Zellen/ul), hoher- (schwarze,
gestrichelte Linie; > 256 Zellen/pl), niedriger- (graue, gestrichelte Linie; > 138 Zellen/pl) und sehr niedriger Treg-Zahl
(graue Linie, < 138 Zellen/yl). Die statistische Analyse wurde mit dem Logrank-Test durchgefihrt. *P = 0,024 vs. sehr
hoher Treg-Zahl.

Diese Daten belegen, dass die Zahl der ADDC-vermittelnden zytotoxischen NK-Zellen
und Granulozyten vermutlich keinen Einfluss auf das Uberleben der Patienten des hier
beschriebenen Hartefallprogramms hatte. Im Gegensatz dazu konnte eine negative
Korrelation zwischen den Trg und dem ereignisfreien Uberleben dieser Patienten

beobachtet werden.

3.1.4 Korrelation zwischen der Zytokinenserumkonzentration und dem
Therapieansprechen
Weiterhin wurde untersucht, ob die Hohe der Zytokinserumkonzentrationen einen
Einfluss auf das Therapieansprechen hatte. Dafur wurden die Tage der hochsten
Zytokinserumkonzentrationen gewahlt: Tag 10 far IFN-y, IL-6 und CCL2, Tag 12 fir IL-
10 und IL-18 und zusétzlich Tag 15 fiir IL-18. Die Auswertung der Uberlebensdaten hat
ergeben, dass eine IFN-y-Serumkonzentration Gber dem Medianwert (> 1920,74 pg/ml)
im Vergleich zu einem niedrigen IFN-y-Spiegel einen vorteilhaften Effekt auf das
ereignisfreie Uberleben hatte (P = 0,053). Eine weitere Unterteilung der Patienten in vier
Gruppen, zeigte eine Korrelation zwischen ereignisfreier Uberlebenswahrscheinlichkeit
und der IFN-y-Serumkonzentration. Der Unterschied im ereignisfreien Uberleben
zwischen der Gruppe mit der hochsten IFN-y und der Gruppe mit der niedrigsten IFN-y-

Serumkonzentration war statistisch signifikant (Abbildung 8; P = 0,017).
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Abbildung 8. Einfluss der IFN-y-Serumkonzentration auf das ereignisfreie Uberleben. Die Patientengruppe wurde
anhand der Quartile der IFN-y-Serumkonzentrationen wahrend der Kombinationsbehandlung (Tag 10) unterteilt.
Dargestellt ist die ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit sehr hoher- (schwarze Linie; > 4080
pg/ml), hoher- (schwarze, gestrichelte Linie; > 1921 pg/ml), niedriger- (graue, gestrichelte Linie; > 951 pg/ml) und sehr
niedriger IFN-y-Serumkonzentration (graue Linie, < 951 pg/ml). Die statistische Analyse wurde mit dem Logrank-Test
durchgefihrt. *P =0,017 vs. sehr niedrige Treg-Zahl.

Ebenso war bei Patienten mit hohen IL-18-Konzentrationen am Tag 15 eine statistisch
signifikante Verbesserung des ereignisfreien Uberlebens im Vergleich zu den Patienten
mit niedrigen Konzentrationen zu beobachten (P < 0,001). Die Analysen von IL-10, IL-6
und CCL2 zeigten hingegen keinen Einfluss der Hohe der Serumkonzentrationen auf die
ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit (P = 0,801; 0,603 bzw. 0,728). Diese Daten
deuten auf eine positive Korrelation zwischen der Konzentration von inflammatorischen
Zytokinen wahrend der Immuntherapie (IFN-y und IL-18) und dem Therapieansprechen
hin.

3.1.5 Korrelation zwischen Treg-Zahl und Zytokinserumkonzentration

Da sowohl die Treg-Zahl als auch die Hohe der Serumkonzentrationen inflammatorischer
Zytokine einen Einfluss auf das ereignisfreie Uberleben aufwiesen, wurde anschlieBend
eine mogliche Korrelation zwischen diesen Parametern untersucht. Die Analyse ergab
eine statistisch signifikante inverse Korrelation zwischen der IFN-y-Konzentration und der
Treg-Zahl (Abbildung 9; P = 0,0144).
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Abbildung 9. Korrelation zwischen Treg-Zahl und IFN-y-Serumkonzentration. Die IFN-y-Serumkonzentrationen am
Tag 10 (y-Achse; pg/ml) und Treg-Zahlen am Tag 15 (x-Achse, Zellen/pl) sind als Streudiagramm von 36 Patienten, die

fur die Analyse verfligbar waren, dargestellt. Die Regressionsgerade ist als schwarze Linie gezeigt. Statistische
Analyse wurde mittels linearer Regression durchgefihrt. *P = 0,0144 vs. Treg-Zahl.

Ebenso hatten Patienten mit hoher Treg-Zahl eine geringere CCL2-Serumkonzentration
im Vergleich zu den Patienten mit niedriger Treg-Zahl. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass eine starke inflammatorische Antwort zu einem verbesserten Ansprechen

auf die Therapie fuhrt und dass dies mit einer niedrigeren Treg-Zahl korreliert.

3.2 Einfluss genetischer Faktoren
Die Ergebnisse dieses Teils der Arbeit wurden in der Zeitschrift Oncolmmunology (impact
factor 2016: 7,719) publiziert.12”

3.21 FCGR-Polymorphismen

3.2.1.1 Verteilung der FCGR-Polymorphismen in der Patientenpopulation

Um die Wirkung der FCGR2A- und 3A-Polymorphismen auf die GD2-spezifische ADCC
und das Ansprechen auf die Immuntherapie zu untersuchen, wurden diese
Polymorphismen mittels validierter PCR-basierter Methode bestimmt.2” Die Frequenzen
der ermittelten Polymorphismen (FCGR2A H/H: 26 %; R/R: 28 %; H/R: 45 %; FCGR3A
VIV: 5%; FIF: 49 %; VIF: 45 %) stimmten mit der erwarteten Verteilung des Hardy-
Weinberg-Equilibriums uUberein. Die Genotypisierungsdaten bildeten somit eine

verlassliche Grundlage fur die weiteren Analysen.
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3.2.1.2 Einfluss der FCGR-Polymorphismen auf die ADCC

Die Bestimmung der patientenspezifischen ADCC erfolgte vor der AntikOrpergabe
(Basiswert am Tag 1) und am Tag 15 der Immuntherapie (Tag 8 der Antikdrpertherapie)
mittels eines Calcein-AM-basierten validierten Tests (12.3). Durch die Antikérpergabe
war eine Induktion der ADCC in der Gesamtkohorte Im Vergleich zum Basiswert zu
beobachten (2,1-facher Anstieg). Patienten mit dem hochaffinen FCGR2A-Genotypen
(H/H oder H/R) wiesen einen etwas hoheren ADCC-Anstieg (2,3-facher Anstieg vs.
Basiswert) im Vergleich zur Gesamtkohorte auf. Allerdings war dieser Unterschied
statistisch nicht signifikant. Patienten mit dem niedrigaffinen FCGR2A (R/R) zeigten einen
nicht signifikanten Anstieg der ADCC im Vergleich zum Basiswert (1,7-facher Anstieg vs.
Basiswert). In Ubereinstimmung damit war der Anstieg der ADCC der Patienten mit dem
niedrigaffinen FCGR2A im Vergleich zur dem in der Gesamtkohorte ebenfalls etwas
niedriger (1,7-fach bzw. 2,1-fach). Diese Daten weisen auf eine verminderte
zellvermittelte  Zytotoxizitdt bei den Patienten mit niedrigaffinen FCGR2A-
Polymorphismen hin.

Die Analyse der FCGR3A-Polymorphismen zeigte hingegen eine deutliche Steigerung
der ADCC in der hochaffinen Gruppe (FCGR3A V/V und V/F) im Vergleich zur
niedrigaffinen Gruppe und zur Gesamtpopulation (F/F; 3,2-, 1,7-, bzw. 2,1-facher Anstieg
der ADCC im Vergleich zum Basiswert). Der Unterschied der ADCC zwischen den
Gruppen war statistisch signifikant.

Zur Evaluierung maoglicher kombinatorischer Effekte beider FCGR-Polymorphismen auf
die ADCC und Uberlebensparameter wurden die Patienten in eine kombinierte hochaffine
((H/H oder H/R) und (V/V oder V/F)) und eine niedrigaffine Kohorte (R/R oder F/F)
unterteilt. Die Patienten mit dem hochaffinen Genotyp zeigten eine deutlich hdhere ADCC
im Vergleich zur niedrigaffinen Gruppe (Abbildung 10; 3,2 bzw. 1,6-facher Anstieg im
Vergleich zum Basiswert).
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Abbildung 10. Einfluss der FCGR2A/3A-Polymorphismen auf die ADCC. Zytotoxizitat wurde vor Beginn der
Therapie (Tag 1) und am Tag 15 (Tag 8 der Antikdrpergabe) mittels eines Calcein-AM-Assays wie im Abschnitt
,Methoden“ beschrieben analysiert. Dargestellt ist die ADCC von Patienten mit niedrigaffinen FCGR2A/3A-
Polymorphismen (links) und mit hochaffinen Polymorphismen (rechts). Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler
dargestellt. Experimente wurden in Triplikaten durchgefihrt. Der statistische Unterschied zwischen den Werten an den

Tagen 1 und 15 wurde mittels Wilcoxon-Test ermittelt. *P = 0,006 vs. Tag 1 niedrigaffiner FCGR2A/3A-
Polymorphismus. *P = 0,043 vs. Tag 1 hochaffiner FCGR2A/3A-Polymorphismus.

Diese Daten belegen, dass die Patienten mit den vorteilhaften hochaffinen
Polymorphismen in den FCGR2A- und 3A-Genen eine deutlich starkere Induktion der
ADCC nach der Antikdrpergabe aufweisen als die Patienten mit niedrigaffinen

Polymorphismen.

3.2.1.3 Einfluss der FCGR-Polymorphismen auf das Therapieansprechen
Weiterhin wurde untersucht, ob sich die oben dargestellten Zusammenhange zwischen
den FCGR-Polymorphismen und der ADCC im ereignisfreien Uberleben der Patienten
widerspiegeln. Zunachst wurde eine Tendenz hin zu einer verbesserten Uberlebensrate
bei den Patienten mit einem hochaffinen FCGR2A- oder 3A-Genotyp im Vergleich zu den
Patienten mit dem niedrigaffinen Genotyp beobachtet (P = 0,141 bzw. 0,082). Die
Patientenkohorte mit den kombinierten hochaffinen FCGR2A- und 3A-Genotypen wiesen
ein verbessertes ereignisfreies Uberleben im Vergleich zur kombinierten niedrigaffinen
Gruppe auf (Abbildung 11). Der Unterschied zwischen den Gruppen war statistisch
signifikant (P = 0,008).
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Abbildung 11. Einfluss der FCGR2A/3A-Polymorphismen auf das ereignisfreie Uberleben. Fiir die Analyse der
ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden die Patienten in eine Gruppe mit hochaffinem FCGR2A/3A-

Genotyp (schwarze Linie) und mit niedrigaffinem FCGR2A/3A-Genotyp (graue Linie) unterteilt. Die statistische Analyse
wurde mit dem Logrank-Test durchgefiihrt. *P = 0,008 vs. niedrigaffinen FCGR2A/3A-Genotyp.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Patienten mit den hochaffinen
FCGR2A- und 3A-Genotypen ein verbessertes ereignisfreies Uberleben im Vergleich zu

den Patienten mit den niedrigaffinen Genotypen haben.

3.2.2 KIR/KIRL-Genotypen

NK-Zellen werden aktiviert, wenn die aktivierenden Signale (u.a. vom FCGR3A oder den
aktivierenden KIR) die Inhibitorischen (u.a. von den inhibitorischen KIR) tiberwiegen.63
Daher wurde untersucht, ob die KIR/KIRL-Genotypen, die einen Einfluss auf das
Gleichgewicht der Signale haben, ebenfalls die ADCC und das ereignisfreie Uberleben

von den Patienten unter einer Immuntherapie beeinflussen.

3.2.2.1 Einfluss der KIR/KIRL-Genotypen auf die ADCC

Anhand des KIR-Genrepertoires konnten die Patienten in zwei Haplotypen aufgeteilt
werden: Den inhibitorischen Haplotypen A (Fehlen von aktivierenden KIR-Genen (bis auf
KIR2DS4)) und dem stimulatorischen Haplotypen B (ein aktivierender KIR zusatzlich zu
2DS4 vorhanden). Die Patienten, die homozygot fir den Haplotypen A waren, wurden in
die Gruppe A/A und die, die heterozygot fur den aktivierenden Haplotypen B waren, in
die Gruppe B/x eingeteilt. Bei den Patienten mit dem B/x-Genotyp war ein starkerer
Anstieg der ADCC im Vergleich zum Basiswert als bei den Patienten mit dem A/A-

Genotyp festzustellen (2,4- bzw. 1,3-fache Induktion der ADCC). Uberaschenderweise
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konnte kein Zusammenhang zwischen dem Fehlen eines Liganden zu den
entsprechenden inhibitorischen Rezeptoren (mismatch) KIR2DL1 (HLA-C2), 2DL2 (HLA-
C1), 2DL3 (HLA-C1) und 3DL1 (HLA-Bw4) sowie der ADCC festgestellt werden. Die
statistische Analyse der aktivierenden KIR 2DS1, 2DS2, 2DS3, 3DS1 und 2DS5
(vorhanden vs. nicht vorhanden) zeigte hingegen einen signifikant hoheren ADCC-
Anstieg ausschliellich bei den Patienten mit dem aktivierenden KIR 2DS2 verglichen mit
den Patienten ohne diesen Rezeptor (Abbildung 12; 3,1- bzw. 1,3-facher Anstieg der
ADCC im Vergleich zum Basiswert).

40% A

30% -

20% -

ADCC-Anstieg

10% A

0% T T T T T

-+ -+ -+ -+ -+
AB 2DSA1 2DS2 2DS3 2DS5 3DS1

Abbildung 12. Einfluss von KIR-Haplotypen und aktivierenden KIRs auf die ADCC. Zytotoxizitat wurde vor Beginn
der Therapie (Tag 1) und am Tag 15 (Tag 8 der Antikérpergabe) mittels eines Calcein-AM-Assays wie im Abschnitt
.Methoden® beschrieben analysiert. ADCC-Anstieg wurde als Differenz zwischen der Tumorzelllyse am Tag 1 und der
ADCC am Tag 15 ermittelt. Patienten mit dem Haplotyp B, bzw. mit vorhandenem KIR2DS1, -2DS2, -2DS3, -2DS5
und -3DS1 wurden mit den Patienten mit dem Haplotyp A bzw. ohne entsprechenden aktivierenden KIR verglichen.
Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Experimente wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Der
statistische Unterschied im ADCC-Anstieg zwischen den Genotypen wurde mittels Mann-Whitney-U-Test ermittelt. *P
=0,011 vs. 2DS2-negativ.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass in dieser Patientenkohorte das
Vorhandensein aktivierender KIR und nicht das Fehlen eines Liganden fur den

entsprechenden inhibitorischen Rezeptor die ADCC beeinflusste.

3.2.2.2 Einfluss der KIR/KIRL-Genotypen auf das Therapieansprechen

In Ubereinstimmung mit unserer Beobachtung, dass das Vorhandensein aktivierender
KIR, insbesondere des 2DS2, mit einer erhdhten ADCC korreliert, wurde eine starke
Tendenz zum verbesserten Uberleben bei den B/x- sowie bei den KIR2DS2-positiven

Patienten im Vergleich zu den A/A- bzw. den 2DS2-negativen Patienten beobachtet (P =
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0,059 bzw. 0,055). AuRerdem zeigten die 2DS2-negativen Patienten, die zusatzlich ein
match zwischen dem KIR3DL1 und dem entsprechenden HLA-Bw4-Liganden hatten,
eine signifikant reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu den KIR2DS2-

positiven Patienten (Abbildung 13).

1,0 W — 2DS2
c 2DS2 negativ + 3DL1 match
o)
@ 0,8 1
g
5 0,67
()
Q0
2 041
N
S
o 0,27
o
0’0 T T T T T T 1
0O 1 2 3 4 5 6 7

Zeit (Jahre)

Abbildung 13 Einfluss von 2DS2KIR/KIR3DL1-Genotypen auf das ereignisfreie Uberleben. Fiir die Analyse der
ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden die Patienten in eine Gruppe mit aktivierenden KIR2DS2
(schwarze Linie) und ohne aktivierenden KIR2DS2 und einem 3DL1/HLA-Bw4*-match (graue Linie) unterteilt. Die
statistische Analyse wurde mit dem Logrank-Test durchgefiihrt. *P = 0,015 vs. 2DS2 negativ und 3DL1 match.

3.2.2.3 Kombinatorischer Einfluss von FCGR-2A- und 3A-Polymorphismen und
den KIR-Genotypen auf die ADCC und das Therapieansprechen
Im Weiteren wurde die Rolle der Kombination aller hier analysierten Genotypen auf das
Therapieansprechen untersucht. Zunachst konnte gezeigt werden, dass die B/x-
Patienten in Kombination mit dem hochaffinen FCGR2A/3A-Genotyp einen deutlich
erhdhten ADCC-Anstieg im Vergleich zum Basiswert als die A/A-Patienten mit dem
niedrigaffinen FCGR2A/3A-Genotyp aufwiesen (4,7- bzw. 2,0-facher Anstieg). Noch
deutlicher war der Unterschied im ADCC-Anstieg bei den Patienten mit dem KIR2DS2
und dem hochaffinen FCGR-Genotyp im Vergleich zu den 2DS2-negativen Patienten mit
dem niedrigaffinen Genotyp (6,3- bzw. 1,6-fachen Erhdhung im Vergleich zum
Basiswert). Es konnte jedoch keine weitere Verstarkung der ADCC durch einen
KIR/KIRL-mismatch in Kombination mit den anderen aktivierenden Genotyp festgestellt
werden. Entsprechend der ADCC-Ergebnisse zeigten die Patienten mit dem vorteilhaften
KIR-Genotyp B/x bzw. dem KIR 2DS2 (vorteilhafter Genotyp) und dem hochaffinen
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FCGR-Polymorphismus eine deutlich erhdhte Uberlebenswahrscheinlichkeit im
Vergleich zu den Patienten, die nur ein vorteilhaftes (intermediate Genotyp) oder kein

vorteilhaftes Gen aufwiesen (unvorteilhafter Genotyp; Abbildung 14; P = 0,002).
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Abbildung 14. Einfluss von FCGR2A/3A-Polymorphismen und KIR2DS2 auf das ereignisfeie Uberleben. Fiir die
Analyse der ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden die Patienten in eine Gruppe mit vorteilhaftem
Genotyp (schwarze Linie, hochaffiner FCGR2A/3A-Genotyp oder KIR2DS2 vorhanden), eine intermediate-Genotyp-
Gruppe (graue, gestrichelte Linie, Vorhandensein eines vorteilhaften Gens) und eine Gruppe mit unvorteilhaften
Genotyp (graue Linie, keine vorteilhaftes Gen vorhanden) unterteilt. Die statistische Analyse wurde mit dem Logrank-
Test durchgefiihrt. Signifikanter P-Wert nach Bonferonnikorrektion < 0,0167. *P = 0,002 vs. unvorteilhaft-Genotyp-
Gruppe.

Die Patienten mit einem weiteren KIR/KIRL-match (s.0.) ohne vorteilhafte Gene zeigten
keine weitere Reduktion der ereignisfreien Uberlebenszeit im Vergleich zur mismatch-
Kohorte.

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse einen deutlichen Zusammenhang
zwischen den FCGR- und KIR-Genotypen, der ADCC sowie dem Therapieansprechen
bei den Patienten mit Hochrisikoneuroblastom.

3.3 Kombinierte Betrachtung immunologischer und genetischer Parameter

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein starker Zusammenhang zwischen den untersuchten
genetischen Faktoren einerseits (KIR/KIRL-Genotyp und FCGR2A/3A-Polymorphismen)
und den imunmodulatorischen Parametern (Treg-Zahl und IFN-y-Konzentration)
andererseits auf das Ansprechen einer ch14.18/CHO-basierten Immuntherapie in
Kombination mit IL-2 gezeigt werden. Das Ziel der Arbeit war es, die Patienten zu
identifizieren, die nicht von der aktuellen Therapie profitieren, um in Zukunft die Therapie
fur solche Patienten verbessern zu konnen. Daher wurden die Patienten des

Hartefallprogramms in folgende Gruppen eingeteilt: Die Patienten mit einem vorteilhaften
34



Ergebnisse

Genotyp (hochaffiner FCGR2A/3A-Genotyp oder das Vorhandensein von KIR2DS2) und
mit einem vorteilhaften Immunparameter (Treg-Zahl unter dem Medianwert oder IFN-y-
Konzentration tUber dem Median) gehoérten zur Niedrigrisikogruppe (47 % Patienten
(20/42)). Die Patienten ohne einen vorteilhaften Parameter wurden in die
Hochrisikogruppe (24 % (10/42 Patienten) eingeteilt und die Patienten mit einem
vorteilhaften Parameter in die Mittelrisikogruppe (29 % (12/42 Patienten)). Es konnte
gezeigt werden, dass die Patienten, die ausschlielich vorteilhafte Parameter aufwiesen,
im Vergleich zur Mittelrisiko- und Hochrisikogruppe ein signifikant verbessertes
Uberleben zeigten (50 % (95 % CI[0,28; 0,72]); 8 % (95 % CI [0; 0,24]) bzw. 0% 5-Jahres
Uberleben (95 % CI[0; 0]); P = 0,013 vs. Hochrisikogruppe; Abbildung 15).
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Abbildung 15. Vergleich der ereignisfreien Uberlebenswahrscheinlichkeiten zwischen den Patienten mit
vorteilhaften genetischen und immunmodulatorischen Parametern (Niedrigrisiko) und den Patienten mit
unvorteilhaften Parametern (Mittel- und Hochrisikogruppe). Fir die Analyse der ereignisfreien
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden die Patienten in eine Niedrigrisikogruppe (schwarze Linie, hochaffiner
FCGR2A/3A-Genotyp oder KIR2DS2 vorhanden und Treg-Zahl unter dem Median oder IFN-y Gber dem Median), eine
Mittelrisikogruppe (graue, gestrichelte Linie, Vorhandensein eines vorteilhaften Parameters) und eine
Hochrisikogruppe (graue Linie, keine vorteilhaften Parameter) unterteilt. Die statistische Analyse wurde mit dem
Logrank-Test durchgefiihrt. Signifikanter P-Wert nach Bonferonnikorrektion < 0,0167. *P = 0,013 flur Hochrisikogruppe
vs. Niedrigrisikogruppe.

Hervorzuheben ist, dass zwei Jahre nach dem Beginn der Immuntherapie 100 % der
Patienten in der Hochrisikogruppe einen Ruckfall der Erkrankung hatten (Abbildung 15).
Um die Unabhangigkeit der in dieser Arbeit analysierten Parameter (FCGR-, KIR2DS2-
und den Trg- und IFN-y) voneinander zu bestatigen, wurde ein Chi-Quadrat-Test
zwischen den Gruppen durchgeflhrt. Dieser zeigte, dass kein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen den genetischen und den immunmodulatorischen Parametern
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besteht (P =0,768 fir 2DS2 vs. IFN-y, P = 0,131 fur FCGR vs. IFN-y, P =1 fir FCGR vs.
Treg und 2DS2 vs. Treg). Dieses Ergebnis spricht flr eine unabhangige prognostische
Aussagekraft der einzelnen Marker.

Zusammenfassend, erwiesen sich die FCGR-Polymorphismen, der KIR2DS2 und die
Treg-Zahl als unabhangige prognostische Biomarker, durch welche die Patienten
identifiziert werden konnen, die bisher kein Ansprechen auf eine GD»-gerichtete
Immuntherapie  zeigen  wirden und daher andere oder  zusatzliche

Behandlungsmodalitaten bendtigen.
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4 Diskussion

Die Integration der Immuntherapien in die multimodale Behandlung des
Hochrisikoneuroblastoms hat das ereignisfreie Uberleben der Patienten um 15 %
verbessert.30:46 Ungeachtet dieses Erfolges erleiden weiterhin Giber 40 % dieser Patienten
einen Rickfall der Erkrankung.*647 Die Griinde dafiir sind noch nicht vollstandig geklart.
Daher wurden in dieser Arbeit genetische und immunologische Parameter analysiert und
dabei Biomarker identifiziert, die mit dem Therapieansprechen der Patienten mit
Hochrisikoneuroblastom korrelieren. Dazu gehoéren FCGR-Polymorphismen, KIR-
Haplotypen, die therapieabhangige Treg-Zahl sowie die Hohe der IFN-y- und IL-18-
Serumkonzentration. Die Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden,
sollen in Zukunft helfen, neue Strategien fur die Patienten zu entwickeln, die bisher nicht

von den aktuellen Immuntherapien profitieren.

41 Immunologische Parameter als Biomarker

Im ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass die adjuvante Behandlung mit IL-2 bei einer
GD2-gerichteten Immuntherapie mit einer starken Induktion von Teg einhergeht und dass
eine erhohte Zahl negativ mit der INF-y-Serumkonzentration und dem ereignisfreien
Uberleben korreliert. Der Grund fiir die Kombinationsbehandlung der Hochrisikopatienten
mit IL-2 ist dessen starke Lymphozytenaktivierung, die in praklinischen Studien zu einer
deutlich gesteigerten ADCC geflihrt hat.5% Ungeachtet der hohen Toxizitat, die mit der IL-
2-Gabe verbunden ist, wurde dieses Zytokin flr die Behandlung von verschiedenen
Krebsarten, wie z.B. dem Nierenkarzinom oder dem metastatischen Melanom, bereits in
den 1990er Jahren zugelassen.'3% Basierend auf diesen praklinischen und klinischen
Erfahrungen wurde IL-2 zur Steigerung der antitumoralen Effektivitat der GD2-gerichteten
Immuntherapien eingesetzt.3° In der hier beschrieben Kohorte war, wie erwartet, eine
Expansion zytotoxischer NK-Zellen nach der ersten |IL-2-Behandlung zu beobachten.
Jedoch fuhrte die zweite IL-2-Behandlung in Kombination mit dem Antikorper zu keiner
weiteren Steigerung der NK-Zellzahl. Dies spricht fur eine therapieinduzierte
antiinflammatorische Gegenreaktion, die eine weitere Expansion der NK-Zellen
beschrankte. Eine antiinflammatorische Antwort kdnnte auch der Grund fur die ahnliche
ADCC bei den Patienten mit hoher und niedriger NK-Zellzahl sein. Ein deutlicher Hinweis

auf eine dominante antiinflammatorische Reaktion wahrend der Kombinationstherapie ist
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die beobachtete Erhdhung der Treg-Zahl (ca. 11-facher Anstieg vs. Basiswert), die im
Vergleich zu den NK-Zellen (ca. 2-facher Anstieg vs. Basiswert) deutlich starker ausfiel.
Dies lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass im Vergleich zu den NK-Zellen, die
einen dimeren |L-2-Rezeptor (CD122, CD132) mit mittlerer IL-2-Affinitat tragen, die Treg
einen hochaffinen trimeren Rezeptor (CD25, CD122 und CD132) exprimieren. Aus
diesem Grund wird z.B. s.c. IL-2 im Bereich rheumatologischer Erkrankungen als
Medikament eingesetzt, um die Ty zu aktivieren und sich deren antiinflammatorische
Wirkung gegen die fur rheumatische Erkrankungen verantwortliche Autoimmunitat
zunutze zu machen.’¥' Im Kontext der Antikorpertherapie ist die Fahigkeit der Treg, die
NK-Zellaktivitdt zu inhibieren, von besonderem Interesse. Dies wird u.a. Uber
membrangebundenes TGF-f auf den Treg, das mit dem TGF-B-Rezeptor auf den NK-
Zellen interagiert, vermittelt.79.81.132.133 Ein weiterer Mechanismus der NK-Zellregulierung
ist die Granzym B-abhangige Lyse der NK-Zellen durch die Treg.8° Treg sind dadurch u.a.
in der Lage, die antitumorale Aktivitdt von NK-Zellen zu vermindern,”?8" und somit
vermutlich die Effektivitat einer antikorperbasierten Therapie zu schwachen.

Ahnlich wie bei den Lymphozyten wurde eine IL-2-abhéngige Eosinophilenexpansion
beobachtet, die ein bekannter Effekt der IL-2-Behandlung ist und wahrscheinlich auf die
Expression des hochaffinen trimeren IL-2-Rezeptors zuriickzufiihren ist.’3* Hingegen
zeigten die Neutrophilen eine Steigerung der Zellzahl erst wahrend der
Antikorperinfusion. Ein Teil der reifen Neutrophilen wird im Knochenmark als Reserve
vorgehalten und wandert unter inflammatorischen Bedingungen in die Peripherie.'35 Im
Vergleich zur alleinigen IL-2-Gabe fuhrte die Kombinationsbehandlung am Tag 10
(zweiter Tag der Antikorperbehandlung) zu einem sprunghaften Anstieg der
inflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-6 und CCL2, was mdglicherweise die Ursache fur
die Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochenmark und den darauffolgenden
sprunghaften Anstieg der Neutrophilenzahl im Blut ist. Da in unterschiedlichen Studien,
in denen die Antikérper ohne IL-2 verabreicht wurden, ebenfalls eine starke
inflammatorische Reaktion zu verzeichnen war, ist diese Beobachtung wahrscheinlich
zum Teil auf die Antikérperbehandlung zurlickzuflihren.%8136 Die Intensitat der
inflammatorischen Reaktion und der dadurch hervorgerufenen Neutrophilenfreisetzung

kann auch durch die zusatzliche Behandlung mit IL-2 begriindet sein. Die Rolle von IL-2
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bei der therapiebedingen Erhdhung der Neutrophilen sollte daher in einer randomisierten
Studie beantwortet werden, bei welcher der Antikorper mit und ohne IL-2 verabreicht wird.
Auf die Phase der starken Inflammation folgte in der hier untersuchten Patientenkohorte
eine  Reduktion der Zytokinserumkonzentration bereits am Ende der
Kombinationstherapie (Tag 12 der Immuntherapie, Tag 5 der Antikdrperbehandlung),
was fur eine antiinflammatorische Reaktion auf die Immuntherapie spricht. Diese
regulatorische Reaktion lasst sich moglicherweise mit der durch das IL-2 induzierten
hohen Treg-Zahl vor dem Beginn der Antikdrpergabe am Tag 8 erklaren. Diese
Beobachtung wird unterstutzt durch die IL-10 Spitzenkonzentration am Tag 12, zwei Tage
nach dem IFN-y, IL-6 und CCL2 ihre Hochstkonzentration erreicht haben. Diese Daten
zeigen, dass die Immuntherapie zwar zunachst eine starke Inflammation auslost, die
jedoch noch wahrend der Antikérperbehandlung im gleichen Zyklus in eine
antiinflammatorische  Antwort  umschlagt und damit moglicherweise die
Antitumoreffektivitat des Antikorpers vermindert. Daher besteht die Vermutung, dass die
Immuntherapie hauptsachlich in den ersten Tagen der Antikdrperbehandlung ihre volle
Wirkung zeigt. Trotz der antiinflammatorischen Antwort am Tag 12 der Therapie war eine
hohe Serumkonzentration des proinflammatorischen IL-18 am selben Tag zu
beobachten, die offenbar IL-10 unabhangig war. Die Ursache fur die hohe IL-18-
Serumkonzentration zu diesem Zeitpunkt konnte die bereits beschriebene
antikoérperabhangige Induktion myeloider Zellen sein.'3” AuRerdem zeigten die Patienten
mit hohen IL-18-Serumkonzentrationen am Ende der Kombinationstherapie (Tage 12 und
15) einen klaren Uberlebensvorteil im Vergleich zu den Patienten mit niedriger
Serumkonzentration. Dieser vorteilhafte Effekt lasst sich moglicherweise auf die in
praklinischen Studien gezeigte I|L-18-abhangige Aktivierung von NK-Zellen und
Neutrophilen zurlckfiihren.'38-140 Die Aktivierung der Neutrophilen ist auch Ziel der
begleitenden GM-CSF-Gabe wahrend einer GD,-gerichteten Antikoérpertherapie.?® Da
jedoch die Antikdérpertherapie wahrscheinlich selbst die Expansion der Neutrophilen
induziert und fur hohe proinflammatorische Zytokinkonzentration verantwortlich ist, ist der
Nutzen einer adjuvanten GM-CSF-Gabe zur Aktivierung myeloider Zellen fraglich; auch,
weil dieser Faktor zur Aktivierung und Vermehrung von MDSCs beitragen kann.'! In
Zukunft sollte daher untersucht werden, ob die hier beobachtete Aktivierung der

Neutrophilen auch bei einer Antikrpertherapie ohne IL-2 und GM-CSF festzustellen ist.
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Obwohl in dieser Arbeit keine Abhangigkeit zwischen der Treg-Zahl und der ADCC in vitro
beobachtet werden konnte, korrelierte die Zahl der Treg negativ mit der Konzentration von
IFN-y und dem ereignisfreien Uberleben. Der Zusammenhang zwischen Treg und einem
schlechteren Ansprechen auf eine Immuntherapie wurde bereits in verschiedenen
klinischen Studien beobachtet.82.142.143 Ayfgrund der hier beschriebenen Limitation der IL-
2-Behandlung durch die bevorzuge Expansion von Treg besteht die Vermutung, dass auf
die begleitende Gabe von IL-2 zur ch14.18/CHO-Therapie verzichtet werden kann. Um
diese Hypothese zu uberprufen, wurde in einer randomisierten SIOPEN Phase-lI-Studie
die Rolle von IL-2 bei einer ch14.18/CHO-basierten Immuntherapie von
Hochrisikopatienten untersucht.4” In dieser Studie konnten keine vorteilhaften Effekte von
IL-2 auf das Therapieansprechen beobachtet werden.4” Die Patienten, die den Antikérper
in Kombination mit s.c. IL-2 erhalten hatten, zeigten ahnliche Ansprech- und
Uberlebensraten wie diejenigen, die den Antikérper als Monotherapie verabreicht
bekamen.% Die IL-2-abhangige Expansion der Treq und die damit verbundene negative
Korrelation zwischen der IFN-y-Serumkonzentration und dem ereignisfreien Uberleben
konnte eine mechanistische Erklarung fur das Fehlen vorteilhafter IL-2-Effekte in dieser
Studie liefern.5® Bei einem Verzicht auf eine begleitende IL-2-Gabe zur Antikérpertherapie
sollte ebenfalls die Rolle von den Treg untersucht werden, um die Notwendigkeit einer
moglichen Treg-Depletion in diesem Kontext zu evaluieren. Die Treg im Tumormikromilieu
konnten z.B. durch ihre tumorschiutzende Wirkung auch weiterhin eine Rolle fur das
Ansprechen einer antikdrperbasierten Immuntherapie spielen.'#4 Daher stellt die
Depletion von Treg moglicherweise auch weiterhin eine vielversprechende Strategie dar,
die mit Hilfe von Anti-CD25-Antikorpern oder niedrig dosiertem Cyclophosphamid erreicht
werden kann.'45 Eine weitere Moglichkeit die selektive Vermehrung von Treg wahrend der
Immuntherapie zu verhindern und die der NK-Zellen zu begunstigen, ist die Verwendung
von IL-2-Varianten (IL-2v), deren CD25-Bindedoméane mutiert ist.146.147 Jedoch kdnnte die
zusatzliche Toxizitat, die moglicherweise mit der Unterbindung immunregulatorischer
Mechanismen verbunden ist, zum Abbruch der Behandlung der Patienten fihren und so
den Erfolg einer Immuntherapie schwachen. Einen Hinweis darauf geben Versuche in
einem praklinischen Melanommodell. Dort zeigten Mause, die mit einem IL-2v-Fc-
Fusionsprotein  behandelt wurden, eine starke Gewichtsreduktion sowie

Lungentdeme. 146 Erfolgsversprechend sind daher eher alternative
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immunmodulatorische Medikamente, die den von uns und anderen gezeigten negativen
Einfluss immunhemmender Zellen (Treg und MDSCs) aufheben und in klinischen Studien
eine akzeptable Behandlungstoleranz gezeigt haben. Dazu gehéren u.a.
Immuncheckpointinhibitoren, wie beispielsweise Anti-PD-1-Antikérper.#8 So fiihrte die
Blockade von PD-1 in Kombination mit dem anti-GD2-Antikorper ch14.18/CHO in einem
praklinischen Neuroblastommodell zu einer weiteren Steigerung der ADCC und einem
deutlich verzégerten Tumorwachstum. 48 Aufgrund der vielversprechenden praklinischen
Resultate wird eine klinische Studie vorbereitet, welche die Wirksamkeit von Nivolumab
in Kombination mit ch14.18/CHO evaluieren soll.

Zusammenfassend stellen die Ergebnisse dieser Arbeit die Notwendigkeit einer
adjuvanten IL-2-Therapie hinsichtlich der therapielimitierenden IL-2-abhangigen

Expansion der Treg, infrage.

4.2 Genetische Parameter als Biomarker

Die therapeutische Wirkung einer antikorperbasierten Immuntherapie beruht u.a. auf der
Markierung von Tumorzellen mit dem therapeutischen Antikorper und der dadurch
ausgelosten Rekrutierung von Effektorzellen, die in der Folge ihrer Aktivierung die
Tumorzellen lysieren. Die FCGR2A- und 3A-Polymorphismen verandern die
Bindungsaffinitat der FCGR zum therapeutischen Antikérper und kénnen die ADCC und
somit das Therapieansprechen beeinflussen.113.149-152 Dje Interaktion zwischen MHC-I-
Molekulen und den NK-Zellrezeptoren (KIR) hat beeinflusst ebenfalls mafl3geblichen die
ADCC."22 |n dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Patienten mit den hochaffinen
Polymorphismen in den FCGR2A- und 3A-Genen eine verbesserte ADCC im Vergleich
zu Patienten mit niedrigaffinen Polymorphismen aufwiesen und dass dies mit einem
verlangerten ereignisfreien Uberleben einherging. Ein dhnlicher Zusammenhang wurde
far die Anwesenheit aktivierender KIR-Gene (Haplotyp B, insbesondere KIR 2DS2), aber
nicht fur KIR/KIRL mismatches, gezeigt.

Die Patienten mit dem hochaffinen FCGR3A-Polymorphismus wiesen eine deutlich
erhohte ADCC im Vergleich sowohl zu den Patienten mit dem niedrigaffinen FCGR3A als
auch mit dem hochaffinen FCGR2A auf. Da der FCGR3A hauptsachlich auf NK-Zellen
zu finden ist, deutet dies zunachst auf eine NK-Zell-vermittelte Tumorzelllyse hin.5* In

praklinischen Studien konnte ebenfalls beobachtet werden, dass NK-Zellen der
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Hauptvermittler der ADCC sind.%3 Eine weitere Erklarung fir die gezeigten Unterschiede
bei der ADCC konnte die unterschiedlich starke Expression der hochaffinen oder
niedrigaffinen FCGR3A-Gene sein. So konnte in Patienten mit dem FCGR3A-V/V-
Genotyp eine erhdhte FCGR3A-Expression im Vergleich zu den Patienten mit dem F/F-
und V/F-Genotyp nachgewiesen werden, die sich in einer verbesserten Rituximab-
abhangigen zellvermittelten Tumorzelllyse widerspiegelte.'' Der Einfluss der FCGR2A-
Ploymorphismen auf die ADCC war bei den hier untersuchten Patienten hingegen
deutlich geringer. Da der FCGR2A sowohl auf den Neutrophilen als auch auf
Makrophagen exprimiert ist, ist ein Teil der Anti-Tumoreffektivitat wahrscheinlich auf die
ADCP zurtckzufuhren. Dieser Parameter lasst sich jedoch nicht mit einem ADCC-Assay
ermitteln. Zudem ist der Unterschied in der Bindungsaffinitat zwischen den FCGR2A-R-
H-Allelen relativ gering.'%4 Dadurch lasst sich moglicherweise der geringe Effekt des
FCGR2A-Polymorphismus auf die ADCC erkldren. In Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass sowohl die FCGR2A- als auch die FCGR3A-Polymorphismen einen
Effekt auf die ADCC haben, zeigte die kombinierte Analyse der Polymorphismen eine
deutliche hohere ADCC bei den Patienten mit einem hochaffinen Genotyp. FCGR-
Polymorphismen haben also vermutlich einen Einfluss auf den Hauptmechanismus der
antitumoralen Aktivitdt des therapeutischen Antikdrpers. Dies spiegelt sich in dem
ereignisfreien Uberleben der Patienten wider. So hatten Patienten mit dem hochaffinen
FCGR2A/3A-Genotyp die hdéchste ereignisfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit im
Vergleich zu den Patienten mit dem niedrigaffinen Genotyp. Unsere Daten bestatigen
somit klinische Antikorperstudien, die einen Einfluss der FCGR2A/3A-Polymorphismen
z.B. auf das klinische Ansprechen beim Kolonkarzinom gezeigt haben.'*3 FCGR-
Polymorphismen sind daher potenzielle prognostische Biomarker fur das Ansprechen auf
eine anti-GD2-Immuntherapie. Da die Patienten mit niedrigaffinen Polymorphismen einen
deutlich schlechteren Verlauf der Therapie aufweisen, konnte in Zukunft fur solche
Patienten Alternativtherapien angeboten werden. Nimmt man an, dass die Aktivierung
der Effektorzellen bei den Patienten mit den niedrigaffinen Polymorphismen nicht
ausreichend ist, ware ein moglicher Ansatz die Aktivitat des Antikérpers durch
sogenanntes  Antikorper-Engineering zu steigern. Dazu gehort u.a. das
Glykoengineering, bei dem das Glykosylierungsmuster des Antikdrpers so verandert

wird, dass die ADCC deutlich starker induziert wird. % So flihrt die Entfernung von
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Fucose- oder Sialylgruppen vom Glykanruckgrat des Antikorpers zur Erhdhung der
Bindungsaffinitdt zum FCGR3A bzw. zur Verstarkung der inflammatorischen
Immunantwort.’ Zu den bereits in klinischen Studien beim Hochrisikoneuroblastom
getesteten Antikorpervarianten, die nicht ausschlieBlich vom FCGR abhangig sind,
gehdren z.B. Immunzytokine, bei denen der anti-GD2-Antikdrper mit IL-2 fusioniert
wurde.'%5.156 Dieses Immunzytokin kann die Effektorzellen (iber die Bindung mit dem IL-
2-Rezeptor aktivieren und somit unabhangig von den FCGR-Polymorphismen die ADCC
vermitteln. 156

Auch auf der Ebene KIR-Genotypen konnte ebenfalls die Rolle der NK-Zellen bei der
Vermittlung der ADCC und dem Einfluss auf das Therapieansprechen der Patienten
bestatigt werden. NK-Zellen erkennen und téten Tumor- oder viral infizierte Zellen, da
deren MHC-I-Expression reduziert ist und somit die Interaktion mit den inhibitorischen
KIR ausbleibt. Das Fehlen inhibitorischer Signale reicht jedoch in der Regel nicht aus,
sondern erfordert zusatzliche stimulatorische Signale von NK-Zellrezeptoren, wie z.B.
NKp30, die Stressliganden erkennen. Die aktivierenden Signale ausgehende von den
Stressrezeptoren und den aktivierenden KIR reichen bei einem Tumorpatienten
offensichtlich nicht aus, um eine Anti-Tumorantwort zu initiieren. In diesem Fall kann ein
zusatzliches stimulatorisches FCGR-Signal moglicherweise das Signalgleichgewicht
Richtung Aktivierung verschieben. Diese Kombination aus aktivierenden Signalen scheint
in der hier betrachteten Patientenkohorte vorteilhaft fur die Vermittlung der ADCC und
damit fur das Therapieansprechen zu sein. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Patienten, die auf der genetischen Ebene Uber mindestens einen aktivierenden KIR
verfugen (Genotyp B/x) eine deutlich hohere ADCC zeigten als die Patienten, die keinen
aktivierenden KIR (Genotyp A/A) aufwiesen. Bei der Betrachtung einzelner aktivierender
KIR, hatten die KIR2DS2 und 2DS3 den starksten Einfluss auf die ADCC und das
ereignisfreie Uberleben. Da KIR2DS3 seltener, aber immer zusammen mit 2DS2 auftritt,
und 2DS2 als einziger KIR einen signifikanten Unterschied im ADCC-Anstieg im
Vergleich zu 2DS2-negativen Patienten aufwies, scheint der KIR2DS2 bei den hier
beschriebenen Patienten eher von Bedeutung zu sein. Zudem wurde praklinisch im
Glioblastommodell gezeigt, dass die KIR2DS2-positiven NK-Zellen ein deutlich erhdhtes
toxisches Potenzial im Vergleich zu den KIR2DS2-negativen NK-Zellen hatten.'®” Die

Rolle von KIR2DS2 wahrend der Entstehung maligner Erkrankungen ist jedoch
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kontrovers beschrieben. So wurde zwar beobachtet, dass Patienten mit Neuroblastom
eine hohere KIR2DS2-Frequenz als gesunde Probanden hatten, Patienten mit
chronischer myeloische Leukamie jedoch eine niedrigere Frequenz zeigten.158.159

Die in Kklinischen Studien beim Neuroblastom bereits belegte negative Rolle der
inhibitorischen KIR selbst und der Anwesenheit entsprechender Liganden
(match),121.122.180 konnte hingegen in dem hier analysierten Hartefallprogramm weder
durch funktionellen Tests (ADCC) noch durch die Uberlebenszeitanalysen bestatigt
werden. Die hier genetischen und immunologischen Untersuchungen zeigen jedoch,
dass multiple Faktoren den Erfolg einer Therapie beeinflussen. So hat die Analyse der
Kombination von inhibitorischen KIR/KIRL und aktivierten KIR ergeben, dass die
KIR3DL1-HLA-Bw4-match den Therapieerfolg negativ beeinflusste. Daraus kann
geschlossen werden, dass die isolierte Betrachtung einzelner genetischer Parameter, wie
dem KIR/KIRL-Genotyp nicht ausreicht, um die Rolle von KIR/KIRL-match zu evaluieren.
Zudem sind hier nur genetische Analysen vorgenommen worden, die keine Aussage Uber
die tatsachliche Expression von KIRL auf den Tumorzellen und KIR auf den NK-Zellen
zulasst. Diese Faktoren kdnnen ebenfalls die Interaktion zwischen Tumor- und NK-Zellen
modulieren und damit einen Einfluss auf die ADCC und das Uberleben der Patienten
haben. Aufgrund der beschriebenen Komplexitat der Parameter und der geringen Zahl
an Patienten, die in diesem Hartefallprogramm eingeschlossen sind, kann also keine
abschlieRende Aussage uber die Rolle von KIR/KIRL-Interaktion getroffen werden.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die FCGR-Polymorphismen und
KIR/KIRL-Genotypen einen Einfluss auf das Ansprechen einer GD2-gerichteten
Immuntherapie haben, wodurch diese Parameter in Zukunft als mogliche pradiktive

Biomarker dienen konnen.

4.3 Kombinierte Betrachtung immunologischer und genetischer Parameter

Ziel dieser Arbeit war es u.a. Parameter zu finden, mit denen Patienten mit besonders
schlechtem Therapieansprechen identifiziert werden koénnen. Flr solch eine
Patientengruppe sind alternative Therapieformen besonders wichtig.'®" Anhand der
bereits betrachteten genetischen und immunmodulatorischen Faktoren wurde eine
Gruppe gefunden, die sowohl unvorteilhafte FCGR-Polymorphismen als auch eine hohe

Treg-Zahl wahrend der Therapie aufwies. Diese Patienten zeigten ein 2-Jahresuberleben
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von 0 %. Fur diese Patientenkohorte sind neue Therapiemodalitaten zwingend
erforderlich. Dafur muss z.B. der negative Einfluss der Trg durch alternative
Behandlungsmethoden verhindert werden, wie z.B. die Inhibition von Treg bei Patienten
mit hohen Teg-Zahlen wahrend der Therapie oder der Verzicht auf die Behandlung mit
IL-2. Zusatzlich sollte die vermutlich verminderte Aktivierung der Effektorzellen mit
niedrigaffinen Rezeptoren gesteigert werden. Eine Moglichkeit ware die oben
beschriebene Kombination aus GD2-gerichteten Antikoérpern und
Immuncheckpointinhibitoren, die moglicherweise die negative Regulation durch die Treg
unterbinden und gleichzeitig die Signalschwelle fur die Aktivierung der NK-Zellen mit
unvorteilhaften Genotyp (niedrig affine Polymorphismen, KIR-Genotyp A/A usw.)
heruntersetzen. In Zukunft missen daher neue Therapieansatze entwickelt werden, die
die komplexen Einflisse von genetischen und immunologischen Faktoren gleichzeitig

bertcksichtigen.

4.4 Limitationen der Studie

Da die hier durchgefuhrten Analysen retrospektiv durchgefihrt wurde und die Korrektur
auf Einflussfaktoren (confounding factors) wie Alter, Geschlecht, genetischer Status usw.
aufgrund der geringen Zahl an Patienten (53) nicht erfolgen konnte, ist die Aussagekraft
dieser Analysen mit Einschrankungen verbunden. Daher sind alle hier prasentierten
Zusammenhange zunachst exploratorischer Natur und missen in prospektiven Studien
validiert werden. Die Verbesserung des Toxizitatsprofils bei gleichzeitiger Wirksamkeit
der Langzeitinfusion von ch14.18/CHO bei Patienten mit Hochrisikoneuroblastom wurde
bereits in einer prospektiven und multizentrischen SIOPEN Studie mit 124 Patienten, die
ch14.18/CHO in Kombination mit IL-2 erhalten haben, untersucht.*> Eine weiteres
Problem ist die Vergleichbarkeit von Patienten aus nicht-randomisierten Studien mit
Patienten, die keine Immuntherapie erhalten haben, da Einschlusskriterien und
Behandlung unterschiedlich sind. Eine Mdglichkeit die Effektivitat von Einzelarmstudien
zu bewerten ist der Vergleich mit Hochrisikopatienten, die, bis auf die Immuntherapie,
gleich behandelt wurden (matched patients; historische Kontrollen).4660 |n dieser Arbeit
wurde zudem gezeigt, dass IL-2 verantwortlich fir hohe Trg-Zahlen zum Beginn der
Antikorpertherapie ist und dass dies moglicherweise die Ursache fur ein schlechtes

Ansprechen auf die Therapie ist. Zur Untersuchung dieser Fragestellung und zur
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Bewertung der Rolle von IL-2 in der Immuntherapie ist bereits eine randomisierte Studie
durchgefiihrt worden, bei der Patienten den ch14.18/CHO mit und ohne IL-2 erhalten
haben.*” In dieser Studie sollte auch geklart werden, ob die alleinige Behandlung mit dem

Antikorper einen Einfluss auf die Treg-Zahl hat und ob dieser Unterschied maf3geblich ist.
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5 Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist eine padiatrische Tumorerkrankung, die ihren Ursprung in
undifferenzierten Nervenzellen des sympathischen Nervengewebes hat. Das
ereignisfreie 5-Jahresiberleben von Hochrisikopatienten liegt trotz der EinfUhrung neuer
gegen das Disialogangliosid GD2-gerichteter Antikorpertherapien weiterhin nur bei ca. 50
%. Daher ist es wichtig, die Biomarker zu finden, die helfen, Patienten zu identifizieren,
die bisher noch nicht von den etablierten Therapieansatzen profitieren. In dieser Arbeit
wurden immunologische und genetische Parameter untersucht, die moglicherweise als
Biomarker fir das Ansprechen auf eine GD2-gerichtete Immuntherapie in Kombination
mit Interleukin 2 (IL-2) dienen kdonnen. Dafur wurde der Einfluss der zytotoxischen NK-
Zellen, Granulozyten (Eosinophile und Neutrophile) und regulatorischen T-Zellen (Treg)
sowie der Zytokine IFN-y, IL-6, IL-10, IL-18 und CCL2 auf die antikdrperabhangige
zellulare Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) und dem
ereignisfreien Uberleben analysiert. Weiterhin wurde die Rolle von patientenspezifischen
FCGR2A-H131R und 3A-V158F-Polymorphismen sowie die Killer-cell immunoglobulin-
like receptors (KIR) und KIR-Liganden (KIRL)-Genotypen bei einer Immuntherapie
evaluiert.

53 Patienten haben bis zu funf Zyklen Immuntherapie erhalten. Ein Zyklus beeinhaltete
zunachst funf Tage 6x106 IU/m?/Tag IL-2-Behandlung (Tage 1 - 5), gefolgt von einer
Langzeitinfusion von dem anti-GD2-Antikorper ch14.18/CHO (Tage 8 - 18) in Kombination
mit 6x106lU/m2/Tag IL-2 (Tage 8 — 12). Die Zahl der Effektorzellen und die
Zytokinserumkonzentrationen wurden mittels Durchflusszytometrie ermittelt und die
FCGR-Polymorphismen und KIR/KIRL-Genotyp mit einer validierten Real-Time-PCR
bestimmt. Die ADCC wurde mittels eines Calcein-AM basierten Zytotoxizitatstest erfasst.
Die IL-2-Monotherapie an den Tagen 1-5 steigerte die Zahl der NK-Zellen, der Treg und
der Eosinophilen stark im Vergleich zum Basiswert (Zyklus 1, Tag 1). Die Expansion der
Neutrophilen wurde hingegen erst nach dem Start der Antikérperbehandlung beobachtet
(Tag 15). IFN-y, IL-6, IL-10, IL-18 und CCL2 erreichten ihre Spitzenkonzentrationen
ebenfalls erst wahrend der Antikérpertherapie. Uberraschenderweise korrelierte weder
die NK-Zell- noch die Granulozytenzahl mit der ADCC und dem ereignisfreien Uberleben

der Patienten. Hingegen zeigten Patienten mit einer starken Expansion der Teg signifikant
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niedrigere IFN-y-Serumkonzentrationen sowie ein schlechteres ereignisfreies Uberleben
im Vergleich zu Patienten mit niedriger Treg-Zahl. Aullerdem hatten Patienten mit hoher
IL-18-Serumkonzentration wahrender der Antikorpertherapie ein signifikant verbessertes
Uberleben verglichen mit Patienten mit niedriger IL-18-Serumkonzentration.
Zusammenfassend wurde eine starke Induktion der Treg beobachtet, die invers mit der
IFN-y-Serumkonzentration und dem ereignisfreien Uberleben der Patienten korrelierte.
Die Patienten mit den hochaffinen FCGR2A-131H- und 3A-158V-Polymorphismen
zeigten einen héhere ADCC und ein verlangertes ereignisfreies Uberleben gegeniber
den Patienten mit den FCGR2A-131R- und 3A-158F-Polymorphismen. Patienten mit
aktivierenden KIR (Genotyp B/x), insbesondere dem KIR2DS2, zeigten eine gesteigerte
ADCC und ein verlangertes ereignisfreies Uberleben verglichen mit den Patienten mit
dem inhibitorischen KIR-Genotyp ohne aktivierende KIR (Genotyp A/A). Entsprechend
hatten Patienten mit dem vorteilhaften KIR2DS2 und hochaffinen FCGR-
Polymorphismen die starkste Induktion der ADCC und das langste ereignisfreie
Uberleben im Vergleich zu Patienten mit inhibitorischen KIR-Genotyp und niedrigaffinen
FCGR-Polymorphismen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass KIR- und FCGR2A- und
3A-Genotypen die ADCC sowie das Ansprechen auf eine ch14.18/CHO-basierte
Immuntherapie in Kombination mit IL-2 beeinflussen und daher in Zukunft als Biomarker
far diese Therapie dienen kdnnen.

Schliel3lich erwiesen sich FCGR-Polymorphismen in Kombination mit der Treg-Zahl als
Biomarker zur Identifizierung von Patienten, die kein Ansprechen auf die Immuntherapie

gezeigt hat.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass immunologische und
genetische Parameter als pradiktive Biomarker einer antikdrperbasierten Immuntherapie
bei Patienten mit Hochrisikoneuroblastom verwendet werden kdnnen, um Patienten zu
identifizieren, die von der bisherigen Immuntherapie nicht profitieren wirden. Fir solche
Patienten mussen alternative Therapieoptionen angeboten werden um einen schnellen

Ruckfall der Erkrankung zu verhindern.
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6 Summary

Neuroblastoma is a malignant disease originated from primordial neural crest cells.
Despite the introduction of anti-GD»2-based immunotherapies, the 5-year event-free
survival of high-risk Neuroblastoma patients is still about 50%. Therefore, it is important
to find biomarkers allowing to identify patients that still do not benefit from the current
treatment modalities. The following potential immunological and genetic biomarkers were
investigated in patients who received an anti-GD2 treatment in combination with
Interleukin 2 (IL-2) were: Cytotoxic NK-, granulocytes- (neutrophils and eosinophils) and
regulatory T cell (Treg) as well as the cytokines IFN-y, IL-6, IL-10, IL-18 and CCL2.
Moreover, FCGR2A-H131R and 3A-V158F-polymorphisms as well as killer-cell
immunoglobulin-like receptors (KIR) und KIR-ligands (KIRL) genotypes, that have been
shown to impact the outcome of immunotherapies, were evaluated. Correlation between
all parameters and the antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and the event-
free survival was statistically analyzed.

53 patients received up to five cycles immunotherapy with 6x108 |U/m? subcutaneous IL-
2 prior to and in combination with (days 1-5 and 8-12, respectively) the long-term infusion
(LTI) of 100 mg/m? anti-GD2-antibody ch14.18/CHO (days 8-18). Effector cell counts and
cytokine serum concentrations were assessed by flow cytometry. FCGR polymorphism
and KIR/KIRL genotypes were determined by real-time PCR and ADDC was analyzed by
calcein-AM-based cytotoxicity assay

Administration of IL-2 (days 1-5) resulted in increased cytotoxic NK cell-, eosinophil- and
Treg NnUMbers, whereas neutrophils were elevated after the start of the antibody LTI.
Similarly, peak serum concentrations of IFN-y, IL-6, IL-10, IL-18 and CCL2 were observed
only during the combined treatment with ch14.18/CHO and IL-2. Surprisingly, we did not
find any impact of therapy-related NK-cell- and granulocyte counts on ADCC and event-
free survival. However, patients with high Ty counts showed low IFN-y serum
concentration and poor event-free survival probabilities compared to those patients with
low Treg. Interestingly, patients with high IL-18 levels, that were detected during the Ab-
treatment, showed significantly improved survival compared to those patients with low IL-
18. In summary, we observed an |l-2-dependent induction of Treg that inversely correlated

with IFN-y serum concentration and event-free survival.
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Next, patients with high-affinity FCGR2A-131H and 3A-158F polymorphisms showed a
stronger induction of ADCC compared to those who had low-affinity FCGR. These results
translated into improved event-free survival probabilities of high-affinity patients
compared to the low-affinity cohort. Similarly, patients with the activating KIR-genotype
B/B, particularly, when KIR2DS2 was present, showed higher ADCC levels and improved
event-free survival compared to those patients with the inhibitory KIR-genotype A/A.
Accordingly, the highest ADCC and longest event-free survival were observed in patients
when the presence of KIR2DS2 and high-affinity FCGR2A- and 3A were combined. In
summary, FCGR polymorphisms and the presence of KIR2DS2 showed a major effect
on ADCC and event-free survival and therefore might present biomarker to predict the
outcome of a GD.-directed immunotherapy.

Finally, we identified patients with particularly poor outcome, when FCGR-polymorphisms

and Treg-counts were combined.

In conclusion, immunological and genetic parameters can be used as predictive
biomarkers of an anti-GD> immunotherapy in patients with high-risk neuroblastoma. For
patients that still not benefit from this therapy, alternative treatment options should be

considered to prevent early relapse.

50



Literaturverzeichnis

7 Literaturverzeichnis

1. Kushner BH. Neuroblastoma: a disease requiring a multitude of imaging studies.
J Nucl Med 2004; 45:1172-88.

2. Colon NC, Chung DH. Neuroblastoma. Advances in pediatrics 2011; 58:297-311.
3. Kaatsch P, Spix, C, Grabow, D. German Childhood Cancer Registry - Annual
Report 2017 (1980-2016). Institute of Medical Biostatistics, Epidemiology and Informatics
(IMBEI) at the University Medical Center of the Johannes Gutenberg University Mainz,
2018.

4. Maris JM, Hogarty MD, Bagatell R, Cohn SL. Neuroblastoma. Lancet 2007,
369:2106-20.

5. Maris JM. Recent advances in neuroblastoma. N Engl J Med 2010; 362:2202-11.
6. Reynolds CP, German DC, Weinberg AG, Smith RG. Catecholamine fluorescence
and tissue culture morphology. Technics in the diagnosis of neuroblastoma. Am J Clin
Pathol 1981; 75:275-82.

7. Muskiet FA, Kema IP. Sensitivity and specificity of urinary N-acetyldopamine as a
marker for neuroblastomas: comparison with traditional urinary catecholamine
metabolites. J Chromatogr 1992; 579:184-6; discussion 7-8.

8. Park JR, Eggert A, Caron H. Neuroblastoma: biology, prognosis, and treatment.
Hematol Oncol Clin North Am 2010; 24:65-86.

9. Mosse YP, Deyell RJ, Berthold F, Nagakawara A, Ambros PF, Monclair T, Cohn
SL, Pearson AD, London WB, Matthay KK. Neuroblastoma in older children, adolescents
and young adults: a report from the International Neuroblastoma Risk Group project.
Pediatr Blood Cancer 2014; 61:627-35.

10.  Cohn SL, Pearson AD, London WB, Monclair T, Ambros PF, Brodeur GM, Faldum
A, Hero B, lehara T, Machin D, Mosseri V, Simon T, Garaventa A, Castel V, Matthay KK,
Force IT. The International Neuroblastoma Risk Group (INRG) classification system: an
INRG Task Force report. J Clin Oncol 2009; 27:289-97.

11.  Brodeur GM, Pritchard J, Berthold F, Carlsen NL, Castel V, Castelberry RP, De
Bernardi B, Evans AE, Favrot M, Hedborg F, et al. Revisions of the international criteria
for neuroblastoma diagnosis, staging and response to treatment. Progress in clinical and
biological research 1994; 385:363-9.

12. Brodeur GM, Seeger RC, Barrett A, Berthold F, Castleberry RP, D'Angio G, De
Bernardi B, Evans AE, Favrot M, Freeman Al, et al. International criteria for diagnosis,
staging, and response to treatment in patients with neuroblastoma. J Clin Oncol 1988;
6:1874-81.

13.  Monclair T, Brodeur GM, Ambros PF, Brisse HJ, Cecchetto G, Holmes K, Kaneko
M, London WB, Matthay KK, Nuchtern JG, von Schweinitz D, Simon T, Cohn SL, Pearson
AD, Force IT. The International Neuroblastoma Risk Group (INRG) staging system: an
INRG Task Force report. J Clin Oncol 2009; 27:298-303.

14. Berthold F, Spix C, Kaatsch P, Lampert F. Incidence, Survival, and Treatment of
Localized and Metastatic Neuroblastoma in Germany 1979-2015. Paediatr Drugs 2017;
19:577-93.

15.  Tolbert VP, Matthay KK. Neuroblastoma: clinical and biological approach to risk
stratification and treatment. Cell Tissue Res 2018; 372:195-209.

16.  Smith V, Foster J. High-Risk Neuroblastoma Treatment Review. Children (Basel)
2018; 5.

51



Literaturverzeichnis

17. Park JR, Villablanca JG, London WB, Gerbing RB, Haas-Kogan D, Adkins ES,
Attiyeh EF, Maris JM, Seeger RC, Reynolds CP, Matthay KK, Children's Oncology G.
Outcome of high-risk stage 3 neuroblastoma with myeloablative therapy and 13-cis-
retinoic acid: a report from the Children's Oncology Group. Pediatr Blood Cancer 2009;
52:44-50.

18. Reynolds CP, Lemons RS. Retinoid therapy of childhood cancer. Hematol Oncol
Clin North Am 2001; 15:867-910.

19. Ladenstein R, Potschger U, Pearson ADJ, Brock P, Luksch R, Castel V, Yaniv |,
Papadakis V, Laureys G, Malis J, Balwierz W, Ruud E, Kogner P, Schroeder H, de
Lacerda AF, Beck-Popovic M, Bician P, Garami M, Trahair T, Canete A, Ambros PF,
Holmes K, Gaze M, Schreier G, Garaventa A, Vassal G, Michon J, Valteau-Couanet D,
Group SEN. Busulfan and melphalan versus carboplatin, etoposide, and melphalan as
high-dose chemotherapy for high-risk neuroblastoma (HR-NBL1/SIOPEN): an
international, randomised, multi-arm, open-label, phase 3 trial. Lancet Oncol 2017;
18:500-14.

20. Schultz LM, Majzner R, Davis KL, Mackall C. New developments in
immunotherapy for pediatric solid tumors. Curr Opin Pediatr 2018; 30:30-9.

21.  Majzner RG, Heitzeneder S, Mackall CL. Harnessing the Immunotherapy
Revolution for the Treatment of Childhood Cancers. Cancer Cell 2017; 31:476-85.

22.  Sarkar AK, Nuchtern JG. Lysis of MYCN-amplified neuroblastoma cells by MYCN
peptide-specific cytotoxic T lymphocytes. Cancer Res 2000; 60:1908-13.

23. Lode HN, Pertl U, Xiang R, Gaedicke G, Reisfeld RA. Tyrosine hydroxylase-based
DNA-vaccination is effective against murine neuroblastoma. Med Pediatr Oncol 2000;
35:641-6.

24. Marx M, Zumpe M, Troschke-Meurer S, Shah D, Lode HN, Siebert N. Co-
expression of IL-15 enhances anti-neuroblastoma effectivity of a tyrosine hydroxylase-
directed DNA vaccination in mice. PLoS One 2018; 13:e0207320.

25. Bleeke M, Fest S, Huebener N, Landgraf C, Schraven B, Gaedicke G, Volkmer R,
Lode HN. Systematic amino acid substitutions improved efficiency of GD2-peptide
mimotope vaccination against neuroblastoma. Eur J Cancer 2009; 45:2915-21.

26. Huebener N, Fest S, Hilt K, Schramm A, Eggert A, Durmus T, Woehler A,
Stermann A, Bleeke M, Baykan B, Weixler S, Gaedicke G, Lode HN. Xenogeneic
immunization with human tyrosine hydroxylase DNA vaccines suppresses growth of
established neuroblastoma. Mol Cancer Ther 2009; 8:2392-401.

27. Hargadon KM, Johnson CE, Williams CJ. Immune checkpoint blockade therapy
for cancer: An overview of FDA-approved immune checkpoint inhibitors. Int
Immunopharmacol 2018; 62:29-39.

28. Sadreddini S, Baradaran B, Aghebati-Maleki A, Sadreddini S, Shanehbandi D,
Fotouhi A, Aghebati-Maleki L. Immune checkpoint blockade opens a new way to cancer
immunotherapy. Journal of cellular physiology 2019; 234:8541-9.

29. Sait S, Modak S. Anti-GD2 immunotherapy for neuroblastoma. Expert Rev
Anticancer Ther 2017; 17:889-904.

30. Yu AL, Gilman AL, Ozkaynak MF, London WB, Kreissman SG, Chen HX, Smith
M, Anderson B, Villablanca JG, Matthay KK, Shimada H, Grupp SA, Seeger R, Reynolds
CP, Buxton A, Reisfeld RA, Gillies SD, Cohn SL, Maris JM, Sondel PM, Children's
Oncology G. Anti-GD2 antibody with GM-CSF, interleukin-2, and isotretinoin for
neuroblastoma. N Engl J Med 2010; 363:1324-34.

52



Literaturverzeichnis

31. Simon T, Hero B, Faldum A, Handgretinger R, Schrappe M, Niethammer D,
Berthold F. Infants with stage 4 neuroblastoma: the impact of the chimeric anti-GD2-
antibody ch14.18 consolidation therapy. Klin Padiatr 2005; 217:147-52.

32.  Yu AL, Uttenreuther-Fischer MM, Huang CS, Tsui CC, Gillies SD, Reisfeld RA,
Kung FH. Phase | trial of a human-mouse chimeric anti-disialoganglioside monoclonal
antibody ch14.18 in patients with refractory neuroblastoma and osteosarcoma. J Clin
Oncol 1998; 16:2169-80.

33. Handgretinger R, Anderson K, Lang P, Dopfer R, Klingebiel T, Schrappe M,
Reuland P, Gillies SD, Reisfeld RA, Neithammer D. A phase | study of human/mouse
chimeric antiganglioside GD2 antibody ch14.18 in patients with neuroblastoma. Eur J
Cancer 1995; 31A:261-7.

34. Mueller BM, Romerdahl CA, Gillies SD, Reisfeld RA. Enhancement of antibody-
dependent cytotoxicity with a chimeric anti-GD2 antibody. J Immunol 1990; 144:1382-6.
35. Gillies SD, Lo KM, Wesolowski J. High-level expression of chimeric antibodies
using adapted cDNA variable region cassettes. J Immunol Methods 1989; 125:191-202.
36. Mujoo K, Cheresh DA, Yang HM, Reisfeld RA. Disialoganglioside GD2 on human
neuroblastoma cells: target antigen for monoclonal antibody-mediated cytolysis and
suppression of tumor growth. Cancer Res 1987; 47:1098-104.

37.  Kushner BH, Cheung NK, Kramer K, Heller G, Jhanwar SC. Neuroblastoma and
treatment-related myelodysplasia/leukemia: the Memorial Sloan-Kettering experience
and a literature review. J Clin Oncol 1998; 16:3880-9.

38. Cheung NK, Cheung Y, Kushner BH, Ostrovnaya |, Chamberlain E, Kramer K,
Modak S. Murine anti-GD2 monoclonal antibody 3F8 combined with granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor and 13-cis-retinoic acid in high-risk patients with
stage 4 neuroblastoma in first remission. J Clin Oncol 2012; 30:3264-70.

39.  Kushner BH, Kramer K, Cheung NK. Phase Il trial of the anti-G(D2) monoclonal
antibody 3F8 and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor for neuroblastoma.
J Clin Oncol 2001; 19:4189-94.

40. Cheung NK, Lazarus H, Miraldi FD, Abramowsky CR, Kallick S, Saarinen UM,
Spitzer T, Strandjord SE, Coccia PF, Berger NA. Ganglioside GD2 specific monoclonal
antibody 3F8: a phase | study in patients with neuroblastoma and malignant melanoma.
J Clin Oncol 1987; 5:1430-40.

41, Murray JL, Cunningham JE, Brewer H, Mujoo K, Zukiwski AA, Podoloff DA, Kasi
LP, Bhadkamkar V, Fritsche HA, Benjamin RS, et al. Phase | trial of murine monoclonal
antibody 14G2a administered by prolonged intravenous infusion in patients with
neuroectodermal tumors. J Clin Oncol 1994; 12:184-93.

42.  Saleh MN, Khazaeli MB, Wheeler RH, Allen L, Tilden AB, Grizzle W, Reisfeld RA,
Yu AL, Gillies SD, LoBuglio AF. Phase | trial of the chimeric anti-GD2 monoclonal
antibody ch14.18 in patients with malignant melanoma. Hum Antibodies Hybridomas
1992; 3:19-24.

43. Handgretinger R, Baader P, Dopfer R, Klingebiel T, Reuland P, Treuner J, Reisfeld
RA, Niethammer D. A phase | study of neuroblastoma with the anti-ganglioside GD2
antibody 14.G2a. Cancer Immunol Immunother 1992; 35:199-204.

44.  Siebert N, Eger C, Seidel D, Juttner M, Zumpe M, Wegner D, Kietz S, Ehlert K,
Veal GJ, Siegmund W, Weiss M, Loibner H, Ladenstein R, Lode HN. Pharmacokinetics
and pharmacodynamics of ch14.18/CHO in relapsed/refractory high-risk neuroblastoma
patients treated by long-term infusion in combination with IL-2. MAbs 2016; 8:604-16.

53



Literaturverzeichnis

45.  Siebert N, Troschke-Meurer S, Marx M, Zumpe M, Ehlert K, Gray J, Garaventa A,
Manzitti C, Ash S, Klingebiel T, Beck J, Castel V, Valteau-Couanet D, Loibner H,
Ladenstein R, Lode HN. Impact of HACA on Immunomodulation and Treatment Toxicity
Following ch14.18/CHO Long-Term Infusion with Interleukin-2: Results from a SIOPEN
Phase 2 Trial. Cancers (Basel) 2018; 10.

46. Ladenstein RL, Poetschger U, Couanet DV, Gray J, Luksch R, Castel V, Ash S,
Laureys G, Owens C, Trahair T, Chan GCF, Ruud E, Schroeder H, Popovic MB, Loibner
H, Schreier G, Ambros PF, Sarnacki S, Boterberg T, Lode HN. Immunotherapy with anti-
GD2 antibody ch14.18/CHO=IL2 within the HR-NBL1/SIOPEN trial to improve outcome
of high-risk neuroblastoma patients compared to historical controls. Journal of Clinical
Oncology 2018; 36:10539-.

47. Ladenstein R, Potschger U, Valteau-Couanet D, Luksch R, Castel V, Yaniv I,
Laureys G, Brock P, Michon JM, Owens C, Trahair T, Chan GCF, Ruud E, Schroeder H,
Beck Popovic M, Schreier G, Loibner H, Ambros P, Holmes K, Castellani MR, Gaze MN,
Garaventa A, Pearson ADJ, Lode HN. Interleukin 2 with anti-GD2 antibody ch14.18/CHO
(dinutuximab beta) in patients with high-risk neuroblastoma (HR-NBL1/SIOPEN): a
multicentre, randomised, phase 3 trial. Lancet Oncol 2018; 19(12).

48. Park JR, Bagatell R, London WB, Maris JM, Cohn SL, Mattay KK, Hogarty M,
Committee COGN. Children's Oncology Group's 2013 blueprint for research:
neuroblastoma. Pediatr Blood Cancer 2013; 60:985-93.

49.  Sondel PM, Hank JA. Antibody-directed, effector cell-mediated tumor destruction.
Hematol Oncol Clin North Am 2001; 15:703-21.

50. Hank JA, Robinson RR, Surfus J, Mueller BM, Reisfeld RA, Cheung NK, Sondel
PM. Augmentation of antibody dependent cell mediated cytotoxicity following in vivo
therapy with recombinant interleukin 2. Cancer Res 1990; 50:5234-9.

51. Sabzevari H, Gillies SD, Mueller BM, Pancook JD, Reisfeld RA. A recombinant
antibody-interleukin 2 fusion protein suppresses growth of hepatic human neuroblastoma
metastases in severe combined immunodeficiency mice. Proc Natl Acad Sci U S A 1994;
91:9626-30.

52.  Barker E, Mueller BM, Handgretinger R, Herter M, Yu AL, Reisfeld RA. Effect of a
chimeric anti-ganglioside GD2 antibody on cell-mediated lysis of human neuroblastoma
cells. Cancer Res 1991; 51:144-9.

53. Boyman O, Sprent J. The role of interleukin-2 during homeostasis and activation
of the immune system. Nat Rev Immunol 2012; 12:180-90.

54.  Schwartzentruber DJ. Guidelines for the safe administration of high-dose
interleukin-2. J Immunother 2001; 24:287-93.

55. Ladenstein R, Potschger U, Valteau-Couanet D, Luksch R, Castel V, Yaniv I,
Laureys G, Brock P, Michon JM, Owens C, Trahair T, Chan GCF, Ruud E, Schroeder H,
Beck Popovic M, Schreier G, Loibner H, Ambros P, Holmes K, Castellani MR, Gaze MN,
Garaventa A, Pearson ADJ, Lode HN. Interleukin 2 with anti-GD2 antibody ch14.18/CHO
(dinutuximab beta) in patients with high-risk neuroblastoma (HR-NBL1/SIOPEN): a
multicentre, randomised, phase 3 trial. Lancet Oncol 2018.

56. Matthay KK. Interleukin 2 plus anti-GD2 immunotherapy: helpful or harmful?
Lancet Oncol 2018; 19:1549-51.

57.  Zhang J-M, An J. Cytokines, inflammation, and pain. Int Anesthesiol Clin 2007;
45:27-37.

54



Literaturverzeichnis

58.  Shimabukuro-Vornhagen A, Godel P, Subklewe M, Stemmler HJ, Schlosser HA,
Schlaak M, Kochanek M, Boll B, von Bergwelt-Baildon MS. Cytokine release syndrome.
J Immunother Cancer 2018; 6:56.

59. Garcia Roche A, Diaz Lagares C, Elez E, Ferrer Roca R. Cytokine release
syndrome. Reviewing a new entity in the intensive care unit. Medicina intensiva 2019.
60. Mueller I, Ehlert K, Endres S, Pill L, Siebert N, Kietz S, Brock P, Garaventa A,
Valteau-Couanet D, Janzek E, Hosten N, Zinke A, Barthlen W, Varol E, Loibner H,
Ladenstein R, Lode HN. Tolerability, response and outcome of high-risk neuroblastoma
patients treated with long-term infusion of anti-GD2 antibody ch14.18/CHO. MAbs 2018;
10:55-61.

61. Ceylan K, Jahns LJ, Lode BN, Ehlert K, Kietz S, Troschke-Meurer S, Siebert N,
Lode HN. Inflammatory response and treatment tolerance of long-term infusion of the
anti-GD2 antibody ch14.18/CHO in combination with interleukin-2 in patients with high-
risk neuroblastoma. Pediatr Blood Cancer 2018.

62. Kurdi AT, Glavey SV, Bezman NA, Jhatakia A, Guerriero JL, Manier S, Moschetta
M, Mishima Y, Roccaro A, Detappe A, Liu C-J, Sacco A, Huynh D, Tai Y-T, Robbins MD,
Azzi J, Ghobrial IM. Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis by Macrophages is a
Novel Mechanism of Action of Elotuzumab. Molecular Cancer Therapeutics 2018;
17:1454-63.

63. Wang W, Erbe AK, Hank JA, Morris ZS, Sondel PM. NK Cell-Mediated Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity in Cancer Immunotherapy. Front Immunol 2015; 6:368.
64. Nimmerjahn F, Ravetch JV. Fcgamma receptors as regulators of immune
responses. Nat Rev Immunol 2008; 8:34-47.

65. Biburger M, Lux A, Nimmerjahn F. How immunoglobulin G antibodies kill target
cells: revisiting an old paradigm. Adv Immunol 2014; 124:67-94.

66. Takai T, Li M, Sylvestre D, Clynes R, Ravetch JV. FCR gamma chain deletion
results in pleiotrophic effector cell defects. Cell 1994; 76:519-29.

67. Nimmerjahn F, Gordan S, Lux A. FcgammaR dependent mechanisms of cytotoxic,
agonistic, and neutralizing antibody activities. Trends Immunol 2015; 36:325-36.

68. Barkas T, Watson CM. Induction of an Fc conformational change by binding of
antigen: the generation of protein A-reactive sites in chicken immunoglobulin.
Immunology 1979; 36:557-61.

69. Rivoltini L, Colombo MP, Parmiani G, Viggiano V, Spinazzé S, Santoro A, Takatsu
K. In vitro anti-tumor activity of eosinophils from cancer patients treated with
subcutaneous administration of interleukin 2. Role of interleukin 5. International Journal
of Cancer 1993; 54:8-15.

70. Bournazos S, Wang TT, Ravetch JV. The Role and Function of Fcy Receptors on
Myeloid Cells. Microbiol Spectr 2016; 4:10.1128/microbiolspec. MCHD-0045-2016.

71.  Albanesi M, Mancardi DA, Jonsson F, lannascoli B, Fiette L, Di Santo JP, Lowell
CA, Bruhns P. Neutrophils mediate antibody-induced antitumor effects in mice. Blood
2013; 122:3160-4.

72.  Vivier E, Tomasello E, Baratin M, Walzer T, Ugolini S. Functions of natural killer
cells. Nat Immunol 2008; 9:503-10.

73. Cooper MA, Fehniger TA, Caligiuri MA. The biology of human natural killer-cell
subsets. Trends in Immunology 2001; 22:633-40.

74.  Caligiuri MA. Human natural killer cells. Blood 2008; 112:461-9.

55



Literaturverzeichnis

75.  Colucci F, Caligiuri MA, Di Santo JP. What does it take to make a natural killer?
Nat Rev Immunol 2003; 3:413-25.

76. Seeger RC. Immunology and immunotherapy of neuroblastoma. Semin Cancer
Biol 2011; 21:229-37.

77. Zamai L, Ponti C, Mirandola P, Gobbi G, Papa S, Galeotti L, Cocco L, Vitale M.
NK Cells and Cancer. The Journal of Immunology 2007; 178:4011-6.

78.  Taniguchi T, Minami Y. The IL-2/IL-2 receptor system: a current overview. Cell
1993; 73:5-8.

79.  Ghiringhelli F, Ménard C, Terme M, Flament C, Taieb J, Chaput N, Puig PE,
Novault S, Escudier B, Vivier E, Lecesne A, Robert C, Blay J-Y, Bernard J, Caillat-
Zucman S, Freitas A, Tursz T, Wagner-Ballon O, Capron C, Vainchencker W, Martin F,
Zitvogel L. CD4(+)CD25(+) regulatory T cells inhibit natural killer cell functions in a
transforming growth factor—-B—dependent manner. The Journal of Experimental Medicine
2005; 202:1075-85.

80. Cao X, Cai SF, Fehniger TA, Song J, Collins LI, Piwnica-Worms DR, Ley TJ.
Granzyme B and Perforin Are Important for Regulatory T Cell-Mediated Suppression of
Tumor Clearance. Immunity 2007; 27:635-46.

81.  Ghiringhelli F, Menard C, Martin F, Zitvogel L. The role of regulatory T cells in the
control of natural killer cells: relevance during tumor progression. Immunol Rev 2006;
214:229-38.

82. Singh M, Loftus T, Webb E, Benencia F. Minireview: Regulatory T Cells and
Ovarian Cancer. Immunol Invest 2016; 45:712-20.

83. Ahmadzadeh M, Rosenberg SA. IL-2 administration increases CD4+ CD25(hi)
Foxp3+ regulatory T cells in cancer patients. Blood 2006; 107:2409-14.

84. Wang HM, Smith KA. The interleukin 2 receptor. Functional consequences of its
bimolecular structure. J Exp Med 1987; 166:1055-69.

85. Lee DW, Gardner R, Porter DL, Louis CU, Ahmed N, Jensen M, Grupp SA, Mackall
CL. Current concepts in the diagnosis and management of cytokine release syndrome.
Blood 2014; 124:188-95.

86. Teachey DT, Rheingold SR, Maude SL, Zugmaier G, Barrett DM, Seif AE, Nichols
KE, Suppa EK, Kalos M, Berg RA, Fitzgerald JC, Aplenc R, Gore L, Grupp SA. Cytokine
release syndrome after blinatumomab treatment related to abnormal macrophage
activation and ameliorated with cytokine-directed therapy. Blood 2013; 121:5154-7.

87. Romee R, Leong JW, Fehniger TA. Utilizing cytokines to function-enable human
NK cells for the immunotherapy of cancer. Scientifica 2014; 2014:205796.

88. Alakhras NS, Qiu J, Rocha GV, Witcher DR, Koester A, You J, Schaer DA,
Holmgaard RB, Driscoll K, Willy JA, Malherbe LP. FcyRllla-dependent IFN-y release in
whole blood assay is predictive of therapeutic IgG1 antibodies safety. mAbs 2018;
10:913-21.

89. Pahl J, Cerwenka A. Tricking the balance: NK cells in anti-cancer immunity.
Immunobiology 2017; 222:11-20.

90. Ikeda H, Old LJ, Schreiber RD. The roles of IFNy in protection against tumor
development and cancer immunoediting. Cytokine & Growth Factor Reviews 2002;
13:95-109.

91.  Chin YE, Kitagawa M, Su WC, You ZH, Iwamoto Y, Fu XY. Cell growth arrest and
induction of cyclin-dependent kinase inhibitor p21 WAF1/CIP1 mediated by STAT1.
Science 1996; 272:719-22.

56



Literaturverzeichnis

92. Chawla-Sarkar M, Lindner DJ, Liu YF, Williams BR, Sen GC, Silverman RH,
Borden EC. Apoptosis and interferons: role of interferon-stimulated genes as mediators
of apoptosis. Apoptosis 2003; 8:237-49.

93. Srivastava S, Pelloso D, Feng H, Voiles L, Lewis D, Haskova Z, Whitacre M, Trulli
S, Chen YJ, Toso J, Jonak ZL, Chang HC, Robertson MJ. Effects of interleukin-18 on
natural killer cells: costimulation of activation through Fc receptors for immunoglobulin.
Cancer Immunol Immunother 2013; 62:1073-82.

94. Nielsen CM, Wolf A-S, Goodier MR, Riley EM. Synergy between Common y Chain
Family Cytokines and IL-18 Potentiates Innate and Adaptive Pathways of NK Cell
Activation. Frontiers in immunology 2016; 7:101-.

95.  Lim HX, Hong HJ, Cho D, Kim TS. IL-18 enhances immunosuppressive responses
by promoting differentiation into monocytic myeloid-derived suppressor cells. J Immunol
2014; 193:5453-60.

96. Martin F, Apetoh L, Ghiringhelli F. Role of myeloid-derived suppressor cells in
tumor immunotherapy. Immunotherapy 2012; 4:43-57.

97. RocaH, Varsos ZS, Sud S, Craig MJ, Ying C, Pienta KJ. CCL2 and interleukin-6
promote survival of human CD11b+ peripheral blood mononuclear cells and induce M2-
type macrophage polarization. The Journal of biological chemistry 2009; 284:34342-54.
98. Vahl JM, Friedrich J, Mittler S, Trump S, Heim L, Kachler K, Balabko L, Fuhrich N,
Geppert Cl, Trufa DI, Sopel N, Rieker R, Sirbu H, Finotto S. Interleukin-10-regulated
tumour tolerance in non-small cell lung cancer. Br J Cancer 2017; 117:1644-55.

99. Mosser DM, Zhang X. Interleukin-10: new perspectives on an old cytokine.
Immunological reviews 2008; 226:205-18.

100. Steinbrink K, Jonuleit H, Muller G, Schuler G, Knop J, Enk AH. Interleukin-10-
treated human dendritic cells induce a melanoma-antigen-specific anergy in CD8(+) T
cells resulting in a failure to lyse tumor cells. Blood 1999; 93:1634-42.

101. Gately MK, Gubler U, Brunda MJ, Nadeau RR, Anderson TD, Lipman JM,
Sarmiento U. Interleukin-12: a cytokine with therapeutic potential in oncology and
infectious diseases. Ther Immunol 1994; 1:187-96.

102. Khazaie K, von Boehmer H. The impact of CD4+CD25+ Treg on tumor specific
CD8+ T cell cytotoxicity and cancer. Semin Cancer Biol 2006; 16:124-36.

103. Mumm JB, Oft M. Pegylated IL-10 induces cancer immunity: the surprising role of
IL-10 as a potent inducer of IFN-gamma-mediated CD8(+) T cell cytotoxicity. Bioessays
2013; 35:623-31.

104. Bruhns P, lannascoli B, England P, Mancardi DA, Fernandez N, Jorieux S, Daeron
M. Specificity and affinity of human Fcgamma receptors and their polymorphic variants
for human IgG subclasses. Blood 2009; 113:3716-25.

105. Koene HR, Kleijer M, Algra J, Roos D, von dem Borne AE, de Haas M. Fc
gammaRllla-158V/F polymorphism influences the binding of IgG by natural killer cell Fc
gammaRllla, independently of the Fc gammaRlIlla-48L/R/H phenotype. Blood 1997;
90:1109-14.

106. Warmerdam PA, Parren PW, Viug A, Aarden LA, van de Winkel JG, Capel PJ.
Polymorphism of the human Fc gamma receptor || (CD32): molecular basis and functional
aspects. Immunobiology 1992; 185:175-82.

107. Warmerdam PA, van de Winkel JG, Gosselin EJ, Capel PJ. Molecular basis for a
polymorphism of human Fc gamma receptor Il (CD32). J Exp Med 1990; 172:19-25.

57



Literaturverzeichnis

108. Warmerdam PA, van de Winkel JG, Vlug A, Westerdaal NA, Capel PJ. A single
amino acid in the second Ig-like domain of the human Fc gamma receptor Il is critical for
human 1gG2 binding. J Immunol 1991; 147:1338-43.

109. Ravetch JV, Perussia B. Alternative membrane forms of Fc gamma RIII(CD16) on
human natural killer cells and neutrophils. Cell type-specific expression of two genes that
differ in single nucleotide substitutions. J Exp Med 1989; 170:481-97.

110. Dall'Ozzo S, Tartas S, Paintaud G, Cartron G, Colombat P, Bardos P, Watier H,
Thibault G. Rituximab-dependent cytotoxicity by natural killer cells: influence of FCGR3A
polymorphism on the concentration-effect relationship. Cancer Res 2004; 64:4664-9.
111. Hatjiharissi E, Xu L, Santos DD, Hunter ZR, Ciccarelli BT, Verselis S, Modica M,
Cao Y, Manning RJ, Leleu X, Dimmock EA, Kortsaris A, Mitsiades C, Anderson KC, Fox
EA, Treon SP. Increased natural killer cell expression of CD16, augmented binding and
ADCC activity to rituximab among individuals expressing the Fc{gamma}Rllla-158 V/V
and V/F polymorphism. Blood 2007; 110:2561-4.

112. Taylor RJ, Chan SL, Wood A, Voskens CJ, Wolf JS, Lin W, Chapoval A, Schulze
DH, Tian G, Strome SE. FcgammaRllla polymorphisms and cetuximab induced
cytotoxicity in squamous cell carcinoma of the head and neck. Cancer Immunol
Immunother 2009; 58:997-1006.

113. Zhang W, Gordon M, Schultheis AM, Yang DY, Nagashima F, Azuma M, Chang
HM, Borucka E, Lurje G, Sherrod AE, Igbal S, Groshen S, Lenz HJ. FCGR2A and
FCGR3A polymorphisms associated with clinical outcome of epidermal growth factor
receptor expressing metastatic colorectal cancer patients treated with single-agent
cetuximab. J Clin Oncol 2007; 25:3712-8.

114. Hatjiharissi E, Hansen M, Santos DD, Xu L, Leleu X, Dimmock EW, Ho AW, Hunter
ZR, Branagan AR, Patterson CJ, Kortsaris A, Verselis S, Fox E, Treon SP. Genetic
linkage of Fc gamma Rlla and Fc gamma Rllla and implications for their use in predicting
clinical responses to CD20-directed monoclonal antibody therapy. Clin Lymphoma
Myeloma 2007; 7:286-90.

115. Cooley S, Weisdorf DJ, Guethlein LA, Klein JP, Wang T, Marsh SG, Spellman S,
Haagenson MD, Saeturn K, Ladner M, Trachtenberg E, Parham P, Miller JS. Donor killer
cell Ig-like receptor B haplotypes, recipient HLA-C1, and HLA-C mismatch enhance the
clinical benefit of unrelated transplantation for acute myelogenous leukemia. J Immunol
2014; 192:4592-600.

116. Boyington JC, Sun PD. A structural perspective on MHC class | recognition by
killer cell immunoglobulin-like receptors. Mol Immunol 2002; 38:1007-21.

117. Gwozdowicz S, Nestorowicz K, Graczyk-Pol E, Szlendak U, Rogatko-Koros M,
Mika-Witkowska R, Pawliczak D, Zubala M, Malinowska A, Witkowska A, Nowak J. KIR
specificity and avidity of standard and unusual C1, C2, Bw4, Bw6 and A3/11 amino acid
motifs at entire HLA:KIR interface between NK and target cells, the functional and
evolutionary classification of HLA class | molecules. Int J Immunogenet 2019; 46:217-31.
118. Cichocki F, Miller JS, Anderson SK. Killer Immunoglobulin-Like Receptor
Transcriptional Regulation: A Fascinating Dance of Multiple Promoters. Journal of Innate
Immunity 2011; 3:242-8.

119. Tu MM, Mahmoud AB, Makrigiannis AP. Licensed and Unlicensed NK Cells:
Differential Roles in Cancer and Viral Control. Frontiers in immunology 2016; 7:166-.

58



Literaturverzeichnis

120. Kim S, Poursine-Laurent J, Truscott SM, Lybarger L, Song YJ, Yang L, French AR,
Sunwoo JB, Lemieux S, Hansen TH, Yokoyama WM. Licensing of natural killer cells by
host major histocompatibility complex class | molecules. Nature 2005; 436:709-13.

121. Delgado DC, Hank JA, Kolesar J, Lorentzen D, Gan J, Seo S, Kim K, Shusterman
S, Gillies SD, Reisfeld RA, Yang R, Gadbaw B, DeSantes KB, London WB, Seeger RC,
Maris JM, Sondel PM. Genotypes of NK cell KIR receptors, their ligands, and Fcgamma
receptors in the response of neuroblastoma patients to Hu14.18-IL2 immunotherapy.
Cancer Res 2010; 70:9554-61.

122. Tarek N, Le Luduec JB, Gallagher MM, Zheng J, Venstrom JM, Chamberlain E,
Modak S, Heller G, Dupont B, Cheung NK, Hsu KC. Unlicensed NK cells target
neuroblastoma following anti-GD2 antibody treatment. J Clin Invest 2012; 122:3260-70.
123. Cooley S, Parham P, Miller JS. Strategies to activate NK cells to prevent relapse
and induce remission following hematopoietic stem cell transplantation. Blood 2018;
131:1053-62.

124. Cooley S, Trachtenberg E, Bergemann TL, Saeteurn K, Klein J, Le CT, Marsh SG,
Guethlein LA, Parham P, Miller JS, Weisdorf DJ. Donors with group B KIR haplotypes
improve relapse-free survival after unrelated hematopoietic cell transplantation for acute
myelogenous leukemia. Blood 2009; 113:726-32.

125. Cooley S, Weisdorf DJ, Guethlein LA, Klein JP, Wang T, Le CT, Marsh SG,
Geraghty D, Spellman S, Haagenson MD, Ladner M, Trachtenberg E, Parham P, Miller
JS. Donor selection for natural killer cell receptor genes leads to superior survival after
unrelated transplantation for acute myelogenous leukemia. Blood 2010; 116:2411-9.
126. Siebert N, Seidel D, Eger C, Juttner M, Lode HN. Functional bioassays forimmune
monitoring of high-risk neuroblastoma patients treated with ch14.18/CHO anti-GD2
antibody. PLoS One 2014; 9:e107692.

127. Siebert N, Jensen C, Troschke-Meurer S, Zumpe M, Juttner M, Ehlert K, Kietz S,
Muller I, Lode HN. Neuroblastoma patients with high-affinity FCGR2A, -3A and
stimulatory KIR 2DS2 treated by long-term infusion of anti-GD2 antibody ch14.18/CHO
show higher ADCC levels and improved event-free survival. Oncoimmunology 2016;
5:1235108.

128. Troschke-Meurer S, Siebert N, Marx M, Zumpe M, Ehlert K, Mutschlechner O,
Loibner H, Ladenstein R, Lode HN. Low CD4*/CD25*/CD127" regulatory T cell- and high
INF-vy levels are associated with improved survival of neuroblastoma patients treated with
long-term infusion of ch14.18/CHO combined with interleukin-2. Oncolmmunology
2019:1661194.

129. Robertson SE, Young JD, Kitson S, Pitt A, Evans J, Roes J, Karaoglu D, Santora
L, Ghayur T, Liew FY, Gracie JA, Mclnnes IB. Expression and alternative processing of
IL-18 in human neutrophils. Eur J Immunol 2006; 36:722-31.

130. Rosenberg SA. IL-2: the first effective immunotherapy for human cancer. J
Immunol 2014; 192:5451-8.

131. Shao Q, Gao H. Progress in interleukin-2 therapy for rheumatic immune diseases
by regulating the immune balance of T cells. Scand J Immunol 2019:e12822.

132. Trzonkowski P, Szmit E, Mysliwska J, Dobyszuk A, Mysliwski A. CD4+CD25+ T
regulatory cells inhibit cytotoxic activity of T CD8+ and NK lymphocytes in the direct cell-
to-cell interaction. Clin Immunol 2004; 112:258-67.

59



Literaturverzeichnis

133. Otegbeye F, Ojo E, Moreton S, Mackowski N, Lee DA, de Lima M, Wald DN.
Inhibiting TGF-beta signaling preserves the function of highly activated, in vitro expanded
natural killer cells in AML and colon cancer models. PLoS One 2018; 13:e0191358.

134. Rand TH, Silberstein DS, Kornfeld H, Weller PF. Human eosinophils express
functional interleukin 2 receptors. J Clin Invest 1991; 88:825-32.

135. Furze RC, Rankin SM. Neutrophil mobilization and clearance in the bone marrow.
Immunology 2008; 125:281-8.

136. Hussain K, Hargreaves CE, Rowley TF, Sopp JM, Latham KV, Bhatta P,
Sherington J, Cutler RM, Humphreys DP, Glennie MJ, Strefford JC, Cragg MS. Impact of
Human FcyR Gene Polymorphisms on IgG-Triggered Cytokine Release: Critical
Importance of Cell Assay Format. Frontiers in immunology 2019; 10:390-.

137. LuoY, Pollard JW, Casadevall A. Fcgamma receptor cross-linking stimulates cell
proliferation of macrophages via the ERK pathway. J Biol Chem 2010; 285:4232-42.
138. Leung BP, Culshaw S, Gracie JA, Hunter D, Canetti CA, Campbell C, Cunha F,
Liew FY, Mclnnes IB. A Role for IL-18 in Neutrophil Activation. The Journal of Immunology
2001; 167:2879-86.

139. Redlinger RE, Jr.,, Mailliard RB, Lotze MT, Barksdale EM, Jr. Synergistic
interleukin-18 and low-dose interleukin-2 promote regression of established murine
neuroblastoma in vivo. J Pediatr Surg 2003; 38:301-7; discussion -7.

140. El-Darawish Y, Li W, Yamanishi K, Pencheva M, Oka N, Yamanishi H, Matsuyama
T, Tanaka Y, Minato N, Okamura H. Frontline Science: IL-18 primes murine NK cells for
proliferation by promoting protein synthesis, survival, and autophagy. J Leukoc Biol 2018;
104:253-64.

141. Kohanbash G, McKaveney K, Sakaki M, Ueda R, Mintz AH, Amankulor N, Fujita
M, Ohlfest JR, Okada H. GM-CSF promotes the immunosuppressive activity of glioma-
infiltrating myeloid cells through interleukin-4 receptor-alpha. Cancer Res 2013; 73:6413-
23.

142. Yano H, Andrews LP, Workman CJ, Vignali DAA. Intratumoral regulatory T cells:
markers, subsets and their impact on anti-tumor immunity. Immunology 2019.

143. Duell J, Dittrich M, Bedke T, Mueller T, Eisele F, Rosenwald A, Rasche L,
Hartmann E, Dandekar T, Einsele H, Topp MS. Frequency of regulatory T cells
determines the outcome of the T-cell-engaging antibody blinatumomab in patients with
B-precursor ALL. Leukemia 2017; 31:2181-90.

144. Bergmann C, Strauss L, Zeidler R, Lang S, Whiteside TL. Expansion and
characteristics of human T regulatory type 1 cells in co-cultures simulating tumor
microenvironment. Cancer Immunol Immunother 2007; 56:1429-42.

145. Motoyoshi Y, Kaminoda K, Saitoh O, Hamasaki K, Nakao K, Ishii N, Nagayama Y,
Egquchi K. Different mechanisms for anti-tumor effects of low- and high-dose
cyclophosphamide. Oncol Rep 2006; 16:141-6.

146. Vazquez-Lombardi R, Loetsch C, Zinkl D, Jackson J, Schofield P, Deenick EK,
King C, Phan TG, Webster KE, Sprent J, Christ D. Potent antitumour activity of
interleukin-2-Fc fusion proteins requires Fc-mediated depletion of regulatory T-cells. Nat
Commun 2017; 8:15373.

147. Sim GC, Liu C,Wang E, Liu H, Creasy C, Dai Z, Overwijk WW, Roszik J, Marincola
F, Hwu P, Grimm E, Radvanyi L. IL2 Variant Circumvents ICOS+ Regulatory T-cell
Expansion and Promotes NK Cell Activation. Cancer Immunol Res 2016; 4:983-94.

60



Literaturverzeichnis

148. Siebert N, Zumpe M, Juttner M, Troschke-Meurer S, Lode HN. PD-1 blockade
augments anti-neuroblastoma immune response induced by anti-GD2 antibody
ch14.18/CHO. Oncoimmunology 2017; 6:e1343775.

149. Cartron G, Dacheux L, Salles G, Solal-Celigny P, Bardos P, Colombat P, Watier
H. Therapeutic activity of humanized anti-CD20 monoclonal antibody and polymorphism
in IgG Fc receptor FcgammaRllla gene. Blood 2002; 99:754-8.

150. Weng WK, Levy R. Two immunoglobulin G fragment C receptor polymorphisms
independently predict response to rituximab in patients with follicular lymphoma. J Clin
Oncol 2003; 21:3940-7.

151. Louis E, El Ghoul Z, Vermeire S, Dall'Ozzo S, Rutgeerts P, Paintaud G, Belaiche
J, De Vos M, Van Gossum A, Colombel JF, Watier H. Association between polymorphism
in IgG Fc receptor llla coding gene and biological response to infliximab in Crohn's
disease. Aliment Pharmacol Ther 2004; 19:511-9.

152. Musolino A, Naldi N, Bortesi B, Pezzuolo D, Capelletti M, Missale G, Laccabue D,
Zerbini A, Camisa R, Bisagni G, Neri TM, Ardizzoni A. Immunoglobulin G fragment C
receptor polymorphisms and clinical efficacy of trastuzumab-based therapy in patients
with HER-2/neu-positive metastatic breast cancer. J Clin Oncol 2008; 26:1789-96.

153. Bibeau F, Lopez-Crapez E, Di Fiore F, Thezenas S, Ychou M, Blanchard F, Lamy
A, Penault-Llorca F, Frebourg T, Michel P, Sabourin JC, Boissiere-Michot F. Impact of
Fc{gamma}RlIla-Fc{gamma}Rllla polymorphisms and KRAS mutations on the clinical
outcome of patients with metastatic colorectal cancer treated with cetuximab plus
irinotecan. J Clin Oncol 2009; 27:1122-9.

154. Yu X, Marshall MJE, Cragg MS, Crispin M. Improving Antibody-Based Cancer
Therapeutics Through Glycan Engineering. BioDrugs 2017; 31:151-66.

155. Shusterman S, Naranjo A, Van Ryn C, Hank JA, Parisi MT, Shulkin BL, London
WB, Shimada H, Gan J, Gillies SD, Maris JM, Park JR, Sondel PM, Servaes S. Anti-tumor
activity and tolerability of hu14.18-IL2 with GMCSF and isotretinoin in recurrent or
refractory neuroblastoma: A Children's Oncology Group phase Il study. Clinical Cancer
Research 2019:clincanres.0798.2019.

156. Sondel PM, Gillies SD. Current and Potential Uses of Immunocytokines as Cancer
Immunotherapy. Antibodies (Basel) 2012; 1:149-71.

157. Gras Navarro A, Kmiecik J, Leiss L, Zelkowski M, Engelsen A, Bruserud O, Zimmer
J, Enger PO, Chekenya M. NK cells with KIR2DS2 immunogenotype have a functional
activation advantage to efficiently kill glioblastoma and prolong animal survival. J Immunol
2014; 193:6192-206.

158. Keating SE, Ni Chorcora C, Dring MM, Stallings RL, O'Meara A, Gardiner CM.
Increased frequencies of the killer immunoglobulin-like receptor genes KIR2DL2 and
KIR2DS2 are associated with neuroblastoma. Tissue antigens 2015; 86:172-7.

159. Middleton D, Diler AS, Meenagh A, Sleator C, Gourraud PA. Killerimmunoglobulin-
like receptors (KIR2DL2 and/or KIR2DS2) in presence of their ligand (HLA-C1 group)
protect against chronic myeloid leukaemia. Tissue antigens 2009; 73:553-60.

160. Venstrom JM, Zheng J, Noor N, Danis KE, Yeh AW, Cheung IY, Dupont B, O'Reilly
RJ, Cheung NK, Hsu KC. KIR and HLA genotypes are associated with disease
progression and survival following autologous hematopoietic stem cell transplantation for
high-risk neuroblastoma. Clin Cancer Res 2009; 15:7330-4.

161. Morgenstern DA, Bagatell R, Cohn SL, Hogarty MD, Maris JM, Moreno L, Park JR,
Pearson AD, Schleiermacher G, Valteau-Couanet D, London WB, Irwin MS. The

61



Literaturverzeichnis

challenge of defining “ultra-high-risk” neuroblastoma. Pediatric Blood & Cancer 2018;
0:27556.

62



Liste der eigenen Verodffentlichungen und Anteilserklarung

Liste der eigenen Veroffentlichungen und Anteilserklarung

Wahrend seiner Promotion sind sechs publizierten Originalarbeiten und funf zitierbare
Abstracts unter der Mitarbeit Von Herrn Troschke-Meurer entstanden. Die Ergebnisse der
Arbeit wurden auf drei internationalen Kongressen vorgestellt.

Originalarbeiten:

1. Siebert N, Jensen C, Troschke-Meurer S, Zumpe M, Juttner M, Ehlert K., Kietz
S, Mduller |, Lode HN. Neuroblastoma patients with high affinity FCGR2A, -3A and
stimulatory KIR 2DS2 treated by long-term infusion of anti-GD> antibody ch14.18/CHO
show higher ADCC levels and improved event-free survival. Oncolmmunology 2016;
5(11): e1235108.

Herr Troschke-Meurer war fur die Zusammenstellung und Auswertung der Daten

verantwortlich und an der Erstellung des Manuskripts beteiligt. Sein Anteil an der
veroffentlichten der Arbeit betrug 45 %.

2. Siebert N, Zumpe M, Juttner M, Troschke-Meurer S, Lode HN. PD-1 blockade
augments anti-neuroblastoma immune response induced by anti-GD2 antibody
ch14.18/CHO. Oncolmmunology 2017; 6:e1343775.

Herr Troschke-Meurer war im Rahmen dieser Arbeit an der Planung und Durchfiihrung
der tierexperimentellen Arbeiten sowie an der statistischen Auswertung der Daten
beteiligt. Der Anteil an der veroffentlichen Arbeit lag bei 15 %.

3. Ceylan K, Jahns LJ, Lode BN, Ehlert K, Kietz S, Troschke-Meurer S, et al.
Inflammatory response and treatment tolerance of long-term infusion of the anti-GD2
antibody ch14.18/CHO in combination with interleukin-2 in patients with high-risk
neuroblastoma. Pediatric Blood Cancer 2018.

Herr Troschke-Meurer unterstutzte bei dieser Arbeit die Auswertung der klinischen Daten.
Sein Anteil an dieser Arbeit lag bei 10 %.

4. Siebert N, Troschke-Meurer S, Marx M, Zumpe M, Ehlert K, Gray J, et al. Impact of
HACA on Immunomodulation and Treatment Toxicity Following ch14.18/CHO Long-Term
Infusion with Interleukin-2: Results from a SIOPEN Phase 2 Trial. Cancers (Basel) 2018;
10.

Herr Troschke-Meurer war fur die Sammlung und Auswertung der klinischen Daten und
bei der Erstellung des Manuskripts beteiligt. Sein Anteil an der Arbeit war 40 %.

5. Marx M, Zumpe M, Troschke-Meurer S, Shah D, Lode HN, Siebert N. Co-expression
of IL-15 enhances anti-neuroblastoma effectivity of a tyrosine hydroxylase-directed DNA
vaccination in mice. PLoS One 2018; 13:e0207320.

Herr Troschke-Meurer war an der Planung und Durchfihrung der tierexperimentellen
Arbeiten sowie an der statistischen Auswertung der Daten beteiligt. Der Anteil an der
veroffentlichen Arbeit lag bei 15 %

63



Liste der eigenen Verodffentlichungen und Anteilserklarung

6. Troschke-Meurer S, Siebert N, Marx M, Zumpe M, Ehlert K, Mutschlechner O, Loibner
H, Ladenstein R, Lode HN. Low CD4*/CD25*/CD127" regulatory T cell- and high INF-y
levels are associated with improved survival of neuroblastoma patients treated with long-
term infusion of ch14.18/CHO combined with interleukin-2. Oncolmmunology
2019:1661194.

Herr Troschke-Meurer war fur die Zusammenstellung und Auswertung der Daten sowie
hauptsachlich fur die Erstellung des Manuskripts verantwortlich. Sein Anteil an der
veroffentlichten der Arbeit betrug 80 %.

Zitierbare Abstracts:

1. Lode HN, Valteau-Couanet D, Troschke-Meurer S, Manzitti C, Gray J, Castel V,
Yaniv |, Loibner H, Siebert N, Glogova E, Poetschger U, Ladenstein R, group S. Phase
Il clinical trial with long-term infusion of anti-GD2 antibody ch14.18/CHO in combination
with interleukin-2 (IL2) in patients with high risk neuroblastoma. Journal of Clinical
Oncology 2016; 34:10562.

2. Lode HN, Zumpe M, Juettner M, Troschke-Meurer S, Loibner H, Siebert N. Effect of
PD1/PD-L1 checkpoint blockade on efficacy of anti-GD2 antibody ch14.18/CHO in
neuroblastoma. Journal of Clinical Oncology 2017; 35:10548.

3. Lode HN, Loibner H, Troschke-Meurer S, Valteau Couanet D, Garaventa A, Gray J,
Castel V, Yaniv |, Siebert N, Eger C, Juettner M, Kietz S, Ehlert K, Janzek E, Mueller I,
Ladenstein R. Survival of neuroblastoma patients treated by long-term infusion of anti-
GD2 antibody ch14.18/CHO and Kkiller-cell Ig-like receptor (KIR) genotypes and Fcy-
receptor polymorphisms. Journal of Clinical Oncology 2017; 35:111.

4. Lode HN, Troschke-Meurer S, Marx M, Zumpe M, Ehlert K, Loibner H, Ladenstein
RL, Siebert N. Association of regulatory- and helper-T- cells with inferior survival of
neuroblastoma patients treated with long-term infusion of ch14.18/CHO combined with
interleukin-2. Journal of Clinical Oncology 2018; 36:10530.

5. Loibner H, , Lode HN, Siebert N, Troschke-Meurer S, Mutschlechner O. Vaccination of
high-risk neuroblastoma patients with anti-id antibody ganglidiomab to maintain protective
immunity after passive immunotherapy with anti-GD2 antibody ch14.18/CHO. Journal
for immunotherapy of cancer 2019; 7:283.

64



Liste der eigenen Verodffentlichungen und Anteilserklarung

Prasentationen

1. Vortrag zum “Advances in Neuroblastoma Research (ANR) 2018 in San Francisco,
USA, Mai 2018. Troschke-Meurer S, Siebert N, Marx M, Zumpe M, Ehlert K, Loibner H,
Lode HN, Ladenstein R. Helper- and regulatory T cells adversely affect survival of
neuroblastoma patients treated with long-term infusion of ch14.18/CHO combined with
interleukin-2.

2. Vortrag zum ,32. Kind-Philipp-Meeting for Research in Pediatric Hematology and
Oncology“ Wilsede, Germany, Juni 2019. Troschke-Meurer S, Siebert N, Marx M, Zumpe
M, Ehlert K, Loibner H, Ladenstein R, Lode HN. Low CD4*/CD25*/CD127- regulatory T
cell- and high INF-y levels are associated with improved survival of neuroblastoma
patients treated with long-term infusion of ch14.18/CHO combined with interleukin-2.

3. Vortrag zum ,51st Annual Congress of the International Society of Paediatric Oncology
(SIOP)* in Lyon, Frankreich, Oktober 2019. Lode H, Siebert N, Troschke-Meurer S,
Pasqualini S, Valteau-Couanet D, Gray J, Luksch R, Wieczorek A, Castel V, Ash S,
Owens C, Laureys G, Papadakis V, Garaventa A, Manzitti C, Glogova E, Poetschger U,
Ladenstein R. Administration of subcutaneous IL-2 is associated with strong induction of
regulatory T cells in high-risk Neuroblastoma patients treated with Dinutuximab Beta, a
SIOPEN study.

65



Anhang: Veroffentlichungen

Anhang: Veroffentlichungen

Siebert, N., et al. (2016). "Neuroblastoma patients with high-affinity FCGR2A, -3A and
stimulatory KIR 2DS2 treated by long-term infusion of anti-GD2 antibody ch14.18/CHO
show higher ADCC levels and improved event-free survival." Oncoimmunology 5(11):
e1235108.

Der Originalartikel ist online verfigbar unter:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/2162402X.2016.1235108

Troschke-Meurer, S., et al. (2019). "Low CD4*/CD25%/CD127" regulatory T cell- and high
INF-y levels are associated with improved survival of neuroblastoma patients treated with

long-term infusion of ch14.18/CHO combined with interleukin-2." Oncoimmunology:
1661194.

Der Originalartikel ist online verfligbar unter:

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/2162402X.2019.1661194

66



