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1. Zusammenfassung

1.1 Summary

CD28 autoantibodies as a prognostic parameter of malignant melanoma

and their possible significance for adjuvant immunotherapies

In regulation of the immune response, CD28 and CTLA-4 play important roles in
the activation of T cells. During the last decade, the search for blocking or activ-
ating antibodies that address either CD28 or CTLA-4 had been a challenge for
scientists worldwide.

Autoantibodies against CD28 were detected in the serum of patients with atopic
and autoimmune diseases. These antibodies could either act as superagonists
and activate T cells without the need of further signals or have immunosup-
pressive effects through activation of regulatory T cells.

Occurrence and relevance of CD28 autoantibodies in patients with malignant
melanoma has not been investigated so far. However, in literature there are nu-
merous studies on the impact of autoimmunity on the clinical course of patients
with malignant melanoma. In the recent years, the latter have been subject to
controversial debates. Some studies have demonstrated a positive impact of
autoimmunity on the prognosis in malignant melanoma. These results were re-

lativized by other studies, however.

An established adjuvant therapy of malignant melanoma is interferon therapy.
Its positive effect on the progression-free survival has been demonstrated sev-
eral times; in some studies also an extension of overall survival is reported. The

effect of interferon is based on its impact on the immune response.

The aim of this study is to investigate the incidence and prevalence of CD28 an-
tibodies in melanoma patients and their possible impact on progress-free and

overall survival.
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Twenty-four of 230 melanoma patients enrolled in this investigation died of their
disease. Eight of them showed increased CD28 antibody titres (p = 0.043).
Thus, patients with CD28 antibodies in their sera have a significantly higher risk
of dying from their disease. Fifty-two patients (22.6 %) suffered from a progres-
sion of their disease. However, a significant correlation between the stage of the
disease and the presence of CD28 antibodies could not be detected
(p = 0.588). No correlation was found neither for the primary melanoma type
and the presence of CD28 autoantibodies (p = 0.211) nor for the Clark level
(p = 0.240).

There was no significant correlation between patients with a positive detection
of CD28 serum antibodies and the overall survival. However, a tendency to-
wards prolonged overall survival in patients without CD28 antibodies could be
observed. No significant correlation was found between the overall survival in
CD28 antibody-positive patients with or without interferon therapy.

Eleven of 42 patients (26.8 %) with CD28 antibodies suffered from a progres-
sion of their disease during the observation period. No significant correlation
could be found between the progress-free survival in melanoma patients with or
without CD28 serum antibodies (p = 0.952).

Antibody titres could be measured in 6 patients over a period of several years.
All patients were CD28 antibody negative at baseline. Four of these 6 patients
showed a seroconversion during the observation period. Seroconversion was
associated with a progression of the disease in all cases and all 4 patients died

of melanoma.

Of 120 patients who received interferon therapy, in 21 (17.5 %) CD28
autoantibodies could be detected during the observation period. Vice versa also
in 21 (19.1 %) of the 110 patients who did not receive any therapy with interfer-
ons CD 28 abs could be found.

In melanoma patients receiving interferon therapy CD28 antibodies were not
found more often than in those who did not receive interferon (p = 0.755). How-
ever, including the other control groups a significant correlation between inter-
feron therapy and the occurrence of CD28 autoantibodies could be detected
(p <0.001).
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All'in all a population of 855 patients was investigated, 332 patients received in-
terferon therapy independently of the underlying disease. In these 332 patients,
66 had CD28 antibodies in their sera (19.9 %). Among 523 patients who were
not receiving interferon therapies, serum antibodies could only be detected in
41 (7.7 %). The number of CD28 antibody-positive patients was highest in the
groups with melanoma and hepatitis patients.

This study's data show that patients with malignant melanoma who develop
CD28 autoantibodies are at higher risk of dying from their disease. A CD28
antibody detection test could possibly be used in the future to identify those
patients.

It is imaginable that interferon therapy leads to the generation of CD28
antibodies as demonstrated in the present data. This hypothesis is supported by
the fact that the percentage of patients with CD28 serum abs is equal in
melanoma patients and in patients receiving interferon for the treatment of viral
hepatitis. As our data show an increased risk of dying from melanoma in CD28
positive melanoma patients, a stop of an adjuvant immunotherapy with

interferon should be critically discussed when these antibodies are detected.
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1.2 Zusammenfassung

CD28-Autoantikorper als prognostischer Parameter des malignen Mela-

noms und deren mogliche Auswirkungen auf adjuvante Immuntherapien

Bei der Regulierung der Immunantwort spielen CD28 und CTLA-4 eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen. Die Suche nach blockierenden oder akti-
vierenden Antikdrpern, welche entweder gegen CD28 oder CTLA-4 gerichtet
sind, ist Gegenstand rezenter und aktueller Forschungen.

Autoantikdrper gegen CD28 wurden im Serum von Patienten mit Erkrankungen
aus dem atopischen Formenkreis und bei Patienten mit Autoimmunerkrankun-
gen nachgewiesen. Diese Antikdrper kdnnten als Superagonisten fungieren und
T-Zellen aktivieren oder immunsuppressive Effekte durch Aktivierung regulatori-
scher T-Zellen haben.

Vorkommen und Relevanz von CD28-Autoantikdrpern bei Patienten mit mali-
gnem Melanom sind bislang noch nicht untersucht worden. Jedoch finden sich
in der Literatur zahlreiche Studien uUber den Einfluss von Autoimmunphanome-
nen auf den Krankheitsverlauf von Patienten mit malignem Melanom. Letztere
wurden in den letzten Jahren kontrovers diskutiert. Einige Studien konnten zei-
gen, dass Patienten mit Autoimmunphanomenen unter adjuvanter Immunthera-
pie mit Interferon eine glnstigere Prognose aufwiesen. Diese Ergebnisse wur-

den von anderen Studien jedoch relativiert.

Eine etablierte adjuvante Therapie in der Behandlung des malignen Melanoms
ist die Interferontherapie. Deren positiver Effekt auf das progressfreie Uberle-
ben wurde mehrfach nachgewiesen, auch eine Verlangerung des Gesamtuber-
lebens wird in einigen Studien berichtet. Die Wirkung von Interferon beruht auf

seinem Einfluss auf die Immunantwort.

In dieser Studie sollen die Inzidenz und Pravalenz von CD28-Autoantikdrpern
bei Melanompatienten und deren mdgliche Auswirkungen auf progressfreies

und Gesamtiberleben untersucht werden.
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Von 230 in diese Studie eingeschlossenen Melanompatienten verstarben 24 an
ihrer Erkrankung. Acht davon wiesen erhohte CD28-Antikorper-Titer auf
(p = 0,043). Damit haben Patienten mit erhdhten CD28-Antikdrpern ein signifi-
kant hoheres Risiko, an der Erkrankung zu versterben. 52 Patienten (22,6 %)
erlitten einen Progress ihrer Erkrankung. Ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen dem Stadium der Erkrankung und dem Vorhandensein von CD28-Anti-
korpern konnte jedoch nicht festgestellt werden (p = 0,588). Ebenfalls keine
Korrelation bestand zwischen dem primaren Melanomtyp (p = 0,211) oder dem
Clark-Level (p = 0,240) und dem Vorhandensein von CD28-Autoantikérpern.

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem positiven Nachweis
von CD28-Autoantikdrpern und dem Gesamtuberleben festgestellt werden
(p = 0,559), jedoch wurde eine Tendenz zu verlangertem Gesamtuberleben bei
Patienten ohne CD28-Antikdrper-Nachweis beobachtet. Ebenfalls kein signifi-
kanter Unterschied konnte festgestellt werden zwischen dem Gesamtuberleben
bei CD28-Antikorper-positiven Patienten mit und ohne Interferontherapie.

11 von 42 Patienten (26,8 %) mit CD28-Antikdrpern erlitten einen Progress
wahrend des Beobachtungszeitraumes. Es konnte kein signifikanter Unter-
schied zwischen dem progressfreien Uberleben mit und ohne CD28-Serumanti-
korpern festgestellt werden (p = 0,952).

Eine Verlaufsdokumentation der CD28-Autoantikorper-Titer von sechs Mela-
nompatienten zeigte einen tendenziellen Zusammenhang zwischen Auftreten

oder Erhohung von Serumantikorpern und dem Progress der Erkrankung.

Von 120 Patienten, die eine Interferontherapie erhielten, konnte wahrend des
Beobachtungszeitraumes bei 21 (17,5 %) das Auftreten von CD28-Autoantikor-
pern festgestellt werden. Bei den 110 Patienten ohne Interferontherapie waren
es ebenfalls 21 Patienten (19,1 %). Bei Melanompatienten unter Interferonthe-
rapie traten also nicht signifikant haufiger CD28-Antikorper auf als bei solchen,
die kein Interferon erhielten (p = 0,755). Werden jedoch die Kontrollgruppen mit-
einbezogen, so ergibt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Interfe-
rontherapie und dem Auftreten von CD28-Autoantikdrpern (p < 0,001).

Im Gesamtpatientenkollektiv von 855 Patienten erhielten 332 eine Interferonthe-
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rapie. Von diesen wiederum waren bei 66 (19,9 %) CD28-Antikdrper nachweis-
bar. Bei den 523 Patienten, welche keine Interferontherapie erhielten, konnten
nur bei 41 (7,7 %) Serumantikorper nachgewiesen werden. Die Zahl der CD28-
Antikorper-positiven Patienten war in den Gruppen der Melanompatienten und

Hepatitispatienten am hochsten.

Die Daten in dieser Arbeit zeigen, dass Patienten mit malignem Melanom, wel-
che CD28-Autoantikorper entwickeln, ein hoheres Risiko haben, an ihrer Er-
krankung zu versterben. Ein solcher Antikdrpernachweis konnte zur Ermittlung
von Patienten mit héherem Sterberisiko genutzt werden. Die vorliegenden Da-
ten implizieren, dass eine Interferontherapie moglicherweise die Ursache der
Entstehung dieser Antikoérper sein kann. Damit konnte der Nachweis von CD28-
Autoantikdrpern dazu dienen, den Zeitpunkt zu bestimmen, eine Interferonthe-

rapie zu beenden.
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2. Einleitung

2.1 Das maligne Melanom

2.1.1 Aligemeines

Das maligne Melanom ist eine bosartige Tumorerkrankung des melaninbilden-
den Zellsystems der Haut und Schleimhaut. Es handelt sich dabei um die mali-
gne Entartung von Melanozyten. Das maligne Melanom kommt sowohl auf der
behaarten wie auch der unbehaarten Haut und auf Schleimhauten vor. Auch
okulare Melanome (Konjunktiva und Uvea) und Manifestationen an den Hirn-
hauten sind bekannt [GARBE, HAUSCHILD et al. 2005]. Meist handelt es sich
um stark pigmentierte Tumore, es kommen jedoch auch amelanotische Formen
vor. Die Tendenz zu frihzeitiger Metastasierung im Verhaltnis zur Tumormasse,
welche vor allem lymphogen aber auch hamatogen stattfindet, bedingt eine un-
gunstige Prognose. 90 % der Mortalitat an Hautkrebs ist auf das maligne Mela-
nom zurlckzufihren [GARBE, HAUSCHILD et al. 2005].

Klinisch und histologisch konnen folgende Melanomtypen unterschieden wer-
den:

Das superfiziell spreitende Melanom (SSM) breitet sich zunachst intraepidermal
horizontal aus. Es folgt meist ein flach erhabenes Wachstum mit vielfarbigen
Bereichen und hellen Regressionszonen. Ein sekundar knotiges Wachstum ist
moglich.

Das nodulare maligne Melanom (NMM) ist ein primar knotiger, meist schwarz-
brauner Tumor, der haufig eine erosiv-blutige Komponente aufweist.

Das Lentigo-maligna Melanom (LMM) entsteht beinahe ausschlieRlich im Ge-
sichtsbereich auf chronisch UV-exponierter Haut alterer Patienten aus einer Me-
lanomvorstufe, der Lentigo maligna, welche zuvor jahre- oder jahrzehntelang
bestehen kann.

Das akrolentigindse Melanom (ALM) kommt vorwiegend palmoplantar bzw. sub-
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oder periungual vor. In der Frihphase finden sich meist unscharf begrenzte, in-
koharente Pigmentierungen, spater folgt invasives Wachstum in knotigen Antei-
len.

Als Sonderformen sind vor allem das amelanotische Melanom und extrakutane
Melanome zu nennen [GARBE, HAUSCHILD et al. 2005].

2.1.2 Epidemiologie des malignen Melanoms

Die Haufigkeit des malignen Melanoms hat in den letzten Jahrzehnten gerade
in der hellhautigen Bevodlkerung bestandig zugenommen [DESMOND &
SOONG 2003; FEARS et al. 2002]. Es gehort zu den haufigsten malignen Tu-
moren des Menschen. In Mitteleuropa betragt die Inzidenz derzeit etwa 10-12
Falle pro 100.000 Einwohner und Jahr, in den USA 10-20 Falle pro 100.000 Ein-
wohner und Jahr. Die hoéchsten Inzidenzen wurden in Australien erhoben mit
50-60 Fallen pro 100.00 Einwohner und Jahr [GARBE & BLUM 2001]. Auch in
Deutschland steigt die Erkrankungsrate stetig. Im Jahr 2008 betrug die Inzidenz
in Deutschland fur Frauen 21,2 und fur Manner 22,1 pro 100.000 Einwohner. Im
Vorjahr betrug sie noch etwa 18 [RKI & GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLO-
GISCHEN KREBSREGISTER IN DEUTSCCHLAND E. V. 2012].

Seltener kommt das maligne Melanom in Bevolkerungsgruppen mit starkerer
Pigmentierung vor und dort beinahe ausschlieRlich im Bereich der Schleimhau-
te sowie palmoplantar [GARBE 1997]. Eine hohe Navuszahl oder das Vorlie-
gen kongenitaler oder dysplastischer Navi geht mit einem erhdhten Risiko flr
die Erkrankung an einem Melanom einher [GARBE et al. 1994]. Auch eine fami-
liare Haufung kann beobachtet werden [GREENE et al. 1985].

Im Gegensatz zu fruheren Vermutungen, die eine hdhere Erkrankungswahr-
scheinlichkeit bei Frauen konstatierten, ist das Verhaltnis bezuglich des Erkran-
kungsrisikos bei den Geschlechtern ausgeglichen. Der Haufigkeitsgipfel der Al-
tersinzidenz liegt zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr [GARBE & BLUM
2001].
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Eine positive Entwicklung wird bei neu diagnostizierten malignen Melanomen
bezuglich der Tumordicke nach Breslow beobachtet, welche seit Mitte der
1980er Jahre um 0,5 mm gesunken ist. Dies spricht fur eine verbesserte Frih-
erkennung, was sich gunstig auf die Prognose auswirken sollte [GARBE &
BLUM 2001].

2.1.3 Atiologie des malignen Melanoms

Die Mechanismen welche zur Entstehung eines malignen Melanoms fuhren,
sind noch nicht vollstandig bekannt. Die Beteiligung genetischer Faktoren an
der Tumorentstehung konnte jedoch bewiesen werden [CURTIN et al. 2005].

Als wichtigster Faktor bei der Melanomentstehung muss den epidemiologischen
Daten zufolge die UV-Exposition gesehen werden, wobei hier nicht die kumula-
tive Sonnenlichtexposition eine Rolle spielt, sondern vielmehr die intermittieren-
de, starke Exposition ansonsten vor UV-Strahlung geschutzter Hautareale [VAN
SCHANKE et al. 2005; LEITER & GARBE 2008]. Sonnenlichtbedingte Mutatio-
nen im BRAF-Gen von Melanozyten scheinen ebenfalls an der Entstehung des
malignen Melanoms beteiligt zu sein [MALDONADO et al. 2003]. Viros et al.
konnten einen Zusammenhang zwischen BRAF-Mutationen und phanoty-

pisch-histopathologischen Merkmalen zeigen [VIROS et al. 2008].

2.1.4 Diagnose des malignen Melanoms

Melanozytare Veranderungen werden mit der sogenannten ,ABCD-Regel” ma-
kroskopisch beurteilt: namlich nach Asymmetrie, unregelmaflliger Begrenzung,
inhomogenem Colorit und Durchmesser (verdachtig groRer 5 mm). Durch die
weitere Beurteilung auffalliger Befunde mittels Auflichtmikroskopie wird eine
grolere Zuverlassigkeit bei der Diagnose des malignen Melanoms und Abgren-
zung von anderen Pigmentlasionen erreicht. Zur Verlaufsbeobachtung kann die

computergestiitzte Dermatoskopie hilfreich sein, um Anderungen der Befunde
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leichter zu erkennen und besser bewerten zu konnen [KITTLER et al. 2002;
GARBE, HAUSCHILD et al. 2005].

Eine histologische Diagnosesicherung muss immer erfolgen, wobei hier unter
anderem der Melanomtyp sowie Tumordicke und Eindringtiefe neben weiteren
Merkmalen, wie Ulzeration und Mitoserate, erfasst werden. Bei histologisch un-
klaren Tumoren kann die immunphanotypische Charakterisierung angewendet
werden [GARBE, HAUSCHILD et al. 2005].

2.1.5 Therapie des malignen Melanoms

Die RO-Resektion mit ausreichendem Sicherheitsabstand stellt die erste und
wichtigste Therapiemalinahme dar, wobei sich der einzuhaltende Sicherheits-
abstand bei der Exzision sich an der Tumordicke orientiert [GARBE, SCHA-
DENDORF, STOLZ et al. 2008; GARBE, HAUSCHILD et al. 2005], da das Risi-
ko fur Metastasen in unmittelbarer Nahe des Primartumors mit der Tumordicke
steigt. Das Auftreten von Fernmetastasen kann durch operative MalRnahmen je-
doch nicht beeinflusst werden [KAUFMANN, TILGEN, GARBE 1998; HAU-
SCHILD, EILING, LISCHNER et al. 2001].

Die Entfernung und histologische Untersuchung des ersten bzw. der ersten
drainierenden Lyphknoten der regionaren Lymphabflussbahn (Wachterlymph-
knotenbiopsie, Sentinel Node Biopsie) ist derzeit ein diagnostischer und nicht
therapeutischer Eingriff. Der Status des Wachterlymphknotens erlaubt eine Aus-
sage Uber die Prognose der Tumorerkrankung, da er signifikant mit der rezidiv-
freien Uberlebenszeit korreliert. Bei Vorhandensein von Mikrometastasen sollte
eine radikale Lymphadenektomie durchgefuhrt werden [GERSHENWALD,
THOMPSON, MANSFIELD et al. 1999; GARBE, TERHEYDEN et al. 2008],
ebenso wie bei einer klinisch manifesten Lymphknotenmetastasierung [COIT,
ROGATKO, BRENNAN 1991; WHITE et. al. 2002].

Auch bei bereits metastasierten Melanomen sollte die Mdglichkeit einer operati-
ven Therapie stets in Betracht gezogen werden, da besonders bei solitaren Me-

tastasen eine Heilungschance besteht. 5 % aller Patienten mit Fernmetastasen,
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bei denen es moglich ist, eine RO-Situation zu erreichen, kdnnen geheilt wer-
den. Kann keine klinische Tumorfreiheit erreicht werden, kann eine Operation
der Palliation symptomatischer Metastasen dienen [GARBE, TERHEYDEN et
al. 2008].

Bei Patienten mit inoperablen Primartumoren weist die Strahlentherapie zwar
eine schlechtere lokale Kontrollrate auf als die operative Therapie, dennoch
kann man gute Erfolge erzielen. Bei 64 % dieser Patienten kann eine vollige
Remission beobachtet werden [SEEGENSCHMIEDT, KEILHOLZ, PIERITZ et
al. 1999]. Auch Resttumoren nach Operation von Primartumoren oder regio-
naren Lymphknotenmetastasen und auch inoperable Fernmetastasen stellen
eine Indikation zur Strahlentherapie dar. Bei der palliativen Therapie des meta-
stasierten malignen Melanoms zeigt die Strahlentherapie gute Ergebnisse im
Hinblick auf die Linderung von Beschwerden [GARBE, TERHEYDEN et al.
2008].

Als adjuvante Therapiemethode hat sich die Behandlung mit Interferon-alpha
als Wirkungsvoll erwiesen. Es konnte gezeigt werden, dass Melanompatienten
von einer solchen Behandlung profitieren, und zwar hinsichtlich des rezidivfrei-
en Uberlebens und, wenn auch in geringem MaRe, des Gesamtiiberlebens
[WHEATLY, IVES et al. 2007; GARBE, PERIS et al. 2012]. Ein signifikanter Un-
terschied der verschiedenen Dosisschemata konnte dabei nicht festgestellt wer-
den [GARBE, PERIS et al. 2012].

Mit Ipilimumab, einem Antikdrper gegen das T-Zell-Oberflachenprotein CTLA-4,
konnten ebenfalls positive Effekte auf das Gesamtliberleben bei Patienten mit
bereits vorbehandeltem metastasiertem malignem Melanom erzielt werden
[HODI et al. 2010].

Neue Studien haben gezeigt, dass Patienten, deren Melanome BRAF-
Mutationen aufweisen, von einer Behandlung mit BRAF-Inhibitoren profitieren.
Wirkstoffe wie Vemurafenib kénnten kinftig bei diesen Patienten zur adjuvanten
Therapie eingesetzt werden [FISHER & LARKIN 2012].

Chemotherapien oder Chemoimmuntherapien kommen in palliativen Situatio-
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nen zum Einsatz und konnen eine Remission der Tumorerkrankung und damit
eine Verminderung der Beschwerden bewirken [GARBE, TERHEYDEN et al.
2008]. Ein Uberlebensvorteil kann mit der Durchfiihrung einer Chemotherapie in
der Regel allerdings nicht erreicht werden [EIGENTLER, CAROLI, RADNY et
al. 2003].

2.2 Das Cluster of Differentiation 28 (CD28-) Molekul und CD28-Antikorper

Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt Uber die Stimulation verschiedener Rezep-
toren. Zusatzlich zum T-Zell-Rezeptor existieren Co-Rezeptoren, welche die Im-
munantwort der T-Zellen regulieren. Einer dieser Rezeptoren ist das CD28-Mo-
lekdal [JUNE, LEDBETTER et al. 1990]. Zusammen mit CTLA-4, welches eben-
falls auf der Oberflache von T-Zellen zu finden ist, spielt es eine wichtige Rolle
in der Regulierung der Immunantwort. Wahrend CTLA-4 eine Rolle bei der
Hemmung der T-Zell-Aktivitat spielt, ist CD28 mitverantwortlich fur die Aktivie-
rung der T-Zellen [WOLCHOK & SAENGER 2008]. Auch auf eosinophilen Gra-
nulozyten wurden CD28-Molekule entdeckt, hier haben sie Anteil an der Regu-
lation der Interleukin- und Interferonsekretion [WOERLY et al. 1999].

Wird CTLA-4 durch Antikdrper wie Ipilimumab blockiert, fihrt dies zu einer un-
gebremsten Aktivierung von CD28. Die T-Zellen verlieren ihre Fahigkeit zur Un-
terscheidung korperfremder und koérpereigener Strukturen, was zu Verlust der
Eigentoleranz fuhrt [BAKACS et al. 2011].

Durch sogenannte superagonistische anti-CD28-Antikorper kann die Aktivierung
von T-Zellen direkt und unabhangig von weiteren T-Zell-Rezeptoren erfolgen.
Im Tiermodell konnte so eine experimentell ausgeldste autoimmune Enzephalo-
myelitis erfolgreich behandelt werden. Erklart wurde dies durch die Expansion
und Aktivierung von regulatorischen CD4- und CD25-positiven T-Zellen, was zu
einer Immunsuppression sowohl in vitro als auch in vivo fihrt [BEYERSDORF
et al. 2005]. Wahrend einer auf diesen Erkenntnissen beruhenden Phase-I-Stu-

die zur Wirkung des monoklonalen superagonistischen anti-CD28-Antikdrpers
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TGN1412, kam es bei den sechs gesunden Probanden jedoch zu einem le-
bensgefahrlichen Zytokinsturm, welcher zu schweren Nebenwirkungen flhrte
und bei allen Probanden intensivmedizinische Betreuung erforderlich machte
[SUNTHARALINGAM et al. 2006]. Dies konnte auf eine massive Aktivierung
von CD4-positiven T-Effektor-Gedachtniszellen durch TGN1412 zurtckgeflhrt
werden. Im Gegensatz zu den fur die praklinischen Studien herangezogenen
Tierarten (Ratten, Rhesus- und Javaneraffen) wird beim Menschen auf den
CD4-positiven T-Zellen das CD28-Molekull exprimiert, was die Erklarung daftr
ist, dass das Auftreten eines solchen Zytokinsturms im Vorfeld nicht absehbar
war [EASTWOOD et al. 2010].

Neuber et al. konnten 2006 CD28-Autoantikorper in den Seren von Patienten
mit Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis nachweisen. Seren mit die-
sen Antikdrpern steigern in vitro die T-Zell-Proliferation signifikant, was zu der
Vermutung fuhrte, dass CD28-Autoantikorper eine wichtige Rolle bei der Entste-
hung atopischer Erkrankungen wie Neurodermitis, Heuschnupfen oder allergi-
schem Asthma spielen. Dieser Effekt konnte trotz gleichzeitiger Hemmung der
T-Zellen durch Stimulation von CTLA-4 beobachtet werden [NEUBER et al.
2006].

2.3 Interferontherapie des malignen Melanoms

Schon in frihen Phasen der Tumorentstehung spielt die Dysfunktion des Im-
munsystems mit Veranderungen der T-Zell-Antwort eine entscheidende Rolle,
welche sich mit der Tumorprogression und Metastasierung noch weiter verstarkt
[STAVELEY-O'CAROLL et al. 1998]. Einer der Mechanismen scheint die negati-
ve Beeinflussung des Interferon (IFN) -Signalweges zu sein. Es wurde eine Ver-
minderung der Signalubertragung durch IFN-alpha in T- und B-Zellen bei Brust-
krebs, gastrointestinalen Tumoren und dem malignen Melanom festgestellt. Der
IFN-gamma vermittelte Signalweg war in den B-Zellen vermindert, jedoch nicht
in den T-Zellen und NK-Zellen [CRICHTLEY-THORNE, SIMONS et al. 2009].
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Bereits 1996 konnten Kirkwood et al. zeigen, dass eine adjuvante Therapie mit
Interferon-alpha im Stadium der lokoregionaren Metastasierung (Stadium Ill)
sowohl auf das progessfreie Uberleben als auch das Gesamtiiberleben von Me-
lanompatienten einen positiven Effekt hat [KIRKWOOD, STRAWDERMAN et al.
1996]. Das Ergebnis dieser Studie konnte zunachst auch weiterhin gestuitzt
werden, wobei ein Zusammenhang zwischen Hohe der Dosis und positivem
Einfluss auf das Uberleben nicht festgestellt werden konnte [WHEATLY, IVES et
al. 2007]. Zahlreiche Studien der letzten Jahrzehnte legen einen positiven Effekt
der adjuvanten Interferontherapie, insbesondere bezlglich der rezidivfreien
Zeit, nahe [ASCIERTO & KIRKWOOD 2008]. Auch eine aktuelle systematische
Ubersicht kommt zu dem Schluss, dass adjuvante Therapien mit hochdosiertem
oder pegyliertem Interferon zwar einen Einfluss auf das tumorfreie Uberleben
der behandelten Melanompatienten haben, jedoch nur einen geringen oder kei-
nen positiven Effekt bezuglich des Gesamtuberlebens zeigen [PETRELLA et al.
2012; GARBE, PERIS et al. 2012].

Allerdings sprechen nicht alle Patienten gleich gut auf die Therapie an. Bei ei-
nem Drittel der Patienten zeigt sich ein gutes Ergebnis, bei zwei Dritteln konnte
in vitro keine signifikante Wirkung von Interferon auf die Lymphozyten nachge-
wiesen werden [CRICHTLEY-THORNE, YAN et al. 2007].

Eine Empfehlung zur Therapie mit Interferon-alpha 3x3 Millionen Einheiten pro
Woche Uber 18 Monate wird aktuell fir Patienten mit einer Tumordicke gréRer
oder gleich 1,5 mm ohne Nachweis von Lymphknotenmetastasen beziehungs-
weise ab Stadium Il ausgesprochen, sofern keine Kontraindikationen bestehen
[GARBE, SCHADENDORF, STOLZ et al. 2008; GARBE, PERIS et al. 2012].
Die ,Leitlinie Malignes Melanom” der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische On-
kologie (ADO) stutzt sich hierbei vor allem auf die Ergebnisse dreier prospekti-
ver randomisierter Studien mit niedrigdosiertem Interferon-alpha, welche alle
eine signifikante Verlangerung des tumorfreien Uberlebens aufzeigen konnten.
Die grote der Studien zeigte auch einen Trend zur Verlangerung des Gesamt-
uberlebens [GROB et al. 1998, PEHAMBERGER et al. 1998, CAMERON et al.
2001].

Fir das Melanom im Stadium Il empfiehlt die Leitlinie nach operativer Sanie-
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rung der Lymphknotenregion ein Hochdosisschema, da hierzu die klarsten The-
rapieergebnisse vorliegen. Alternativ kann jedoch auch eine Niedrigdosisthera-
pie erwogen werden [GARBE, HAUSCHILD et al. 2005].

Bei der Interferon-alpha-Therapie des malignen Melanoms sind verschiedene
unerwunschte Wirkungen bekannt, wobei sowohl somatische als auch neuro-
psychiatrische Symptome vorkommen kdnnen. Das Spektrum der sehr haufigen
und haufigen Nebenwirkungen reicht von unspezifischen grippeahnlichen Sym-
ptomen wie Fieber, Schiittelfrost, Ubelkeit, Muskelschmerzen und Abgeschla-
genheit Uber dermatologische Beschwerdebilder wie Haarausfall, Exantheme
und Pruritus bis hin zu gastrointestinalen Symptomen wie Ubelkeit und Erbre-
chen [SCHAEFER, ENGELBRECHT et al. 2002; SCHAEFER, SCHMIDT et al.
2002; GUILLOT et al 2004; ROCHE 2011]. Auch Blutbildveranderungen, Stoff-
wechselstérungen oder kardiologische Symptome kénnen vorkommen. Schwer-
wiegendere und bedrohliche Symptome treten seltener auf [ROCHE 2011].
Haufige psychiatrische Nebenwirkungen sind Reizbarkeit, Schlaf- und Gedacht-
nisstérungen sowie Mudigkeit, Antriebsstorungen und Depressionen. Sehr sel-
ten wurde von Suizidsyndromen berichtet. Haufigste neurologische Nebenwir-
kung sind Kopfschmerzen. Neuropathien, Benommenheit, Tremor oder Somno-
lenz sind beschrieben, auch zerebrovaskulare Ereignisse, Enzephalopathien
und Koma [ASNIS et al. 2003; SCHAEFER, HORN et al. 2004; ROCHE 2011].

2.4 Autoimmunphanomene bei Melanompatienten

Autoimmunphanomene und deren klinische Relevanz bei Melanompatienten
wurden in den letzten Jahren kontrovers diskutiert.

Gogas et al. konnten zeigen, dass Autoimmunphanomene, die unter adjuvanter
Therapie mit Interferon-alpha auftraten, mit einem verlangerten progressfreien
Uberleben und Gesamtiiberleben beim malignen Melanom in Zusammenhang
stehen, zum Beispiel bei Vorhandensein von Schilddriisenautoantikérpern in
den Stadien IIB, IIC und Il [GOGAS et al. 2006]. Weitere Studien kamen zu
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ahnlichen Ergebnissen [STUCKERT, TARHINI et al. 2007].

Im Gegensatz dazu stehen jedoch die Ergebnisse mehrerer Studien von Bou-
whuis et al. 220 Melanompatienten wurden auf das Vorhandensein von Autoan-
tikdrpern untersucht. Bei Melanompatienten unter Interferontherapie konnte ein
vermehrtes Auftreten solcher Autoantikérper beobachtet werden. Jedoch waren
diese lediglich von prognostischer Relevanz, wenn der sogenannte Guaran-
tee-time-bias nicht beachtet wurde, also der Sachverhalt, dass Patienten mit ei-
ner langeren Uberlebenszeit auch eine hdhere Wahrscheinlichkeit haben, Auto-
antikérper zu entwickeln, wahrend Patienten mit kirzerem Uberleben weniger
Zeit haben, solche Antikorper zu entwickeln.

Wurde der Guarantee-time-bias beachtet, fand sich weder ein statistisch signifi-
kanter Unterschied beziiglich des progressfreien Uberlebens noch des Gesamt-
Uberlebens von Patienten mit oder ohne Antikérper [BOUWHUIS et al. 2009;
BOWHUIS et al. 2010; BOWHUIS et al. 2011].

2.5 Ziele und Fragestellung der Arbeit

Das Vorhandensein von CD28-Autoantikdrpern bei Melanompatienten und de-
ren prognostische Relevanz sind bisher nicht untersucht worden. Es ist jedoch
wahrscheinlich, dass diese Autoantikorper eine wichtige Rolle im komplexen

Szenario der Immunaktivierung und Toleranz des malignen Melanoms spielen.

Ziel dieser Arbeit ist es, mogliche Unterschiede in Bezug auf progressfreies und
Gesamtuberleben von Melanompatienten mit und ohne CD28-Antikdrper zu

untersuchen. Hierbei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Treten CD28-Autoantikérper haufiger bei Melanompatienten als in der
ubrigen Bevolkerung auf?

2. Treten CD28-Autoantikdrper haufiger bei Melanompatienten unter Inter-
ferontherapie auf, als bei solchen, die keine Interferontherapie

erhalten?
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3. Gibt es einen Unterschied bezlglich des Gesamtiberlebens zwischen
Patienten mit CD28-Antikdrpern und Patienten ohne CD28-Antikdrper?
4. Gibt es einen Unterschied beziiglich des progressfreien Uberlebens
zwischen Patienten mit CD28-Antikorpern und Patienten ohne CD28-

Antikorper?
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3. Material und Methoden

3.1 Dokumentation und Quellen

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden Patientenakten aus dem Archiv der
Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Universitatsklinikums

des Saarlandes Homburg/Saar ausgewertet.

3.2 Erhobene Daten

Die Patientenakten dienten der Erhebung folgender Daten: Geburtsdatum, Ge-
schlecht, Datum der Erstdiagnose, Melanomtyp, Tumordicke nach Breslow (in
mm), Clark-Level (I - V), Tumorstadium nach der Tumorklassifikation des Ameri-
can Joint Committee on Cancer (AJCC 2002) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose,
zum Zeitpunkt der Serumentnahme und zum Zeitpunkt der letzten Untersu-
chung vor Abschluss der Datenerhebung, Therapiemalinahmen mittels Interfe-
ron-alpha oder Chemotherapeutika, Zeitpunkte eines Krankheitsprogresses und

gegebenenfalls das Sterbedatum.

3.3 Klassifikation fiir das maligne Melanom nach dem American Joint
Committee on Cancer (AJCC)

Die Stadieneinteilung und Klassifikation des malignen Melanoms erfolgt gemaf
den Empfehlungen des American Joint Committee on Cancer Staging Manual.
Dabei erfolgt die Einteilung des T-Stadiums unter Berticksichtigung der Tumor-
dicke, des Clark-Levels und des Ulzerationsstatus (Tab. 1). Die vom AJCC 2010
veroffentlichte 7. Auflage berlcksichtigt zusatzlich die Mitoserate des Primartu-
mors [EDGE et al.]. Bei einem Groldteil der in dieser Arbeit untersuchten Pati-

enten erfolgte das Staging zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vor Veroéffentlichung
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der aktuellen Auflage des AJCC Cancer Staging Manual von 2009. Die Mitose-

rate des Primartumors war im Nachhinein meist nicht mehr ermittelbar, daher

erfolgte die Stadieneinteilung fur diese Arbeit gemall den Empfehlungen des
AJCC Cancer Staging Manual 2002 [GREENE et al.] (Tab. 2).

T-Klassifikation

Tumordicke

Ulzerationsstatus

TX

Tumordicke kann nicht festgestellt werden

T0 Kein Anhalt flr Primartumor
Tis Melanoma in situ
T1 <1,0 mm a: ohne Ulzeration und Le-
vel II/1
b: mit Ulzeration oder Le-
vel IVIV
T2 1,01 —2,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T3 2,01 —4,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T4 >4,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
N-Klassifikation | Anzahl metastasierter Lymphknoten Art der Lymphknotenmeta-
stasen
NX Regionale Lymphknoten kénnen nicht unter-
sucht werden
NO Kein Anhalt flir Lymphknotenmetastasen
N1 1 Knoten a: Mikrometastase(n)*
b: Makrometastase(n)**
N2 2 — 3 Knoten a: Mikrometastase(n)*
b: Makrometastase(n)**
c: In-transit-Metastase(n)/
Satellitenmetastase(n)
ohne metastasierte Knoten
N3 4 oder mehr Knoten oder zusammengewachse-

ne Knoten oder In-transit-Metastase(n) / Satelli-

tenmetastase(n) mit metastasierten Knoten

M-Klassifikation

Lokalisation

Serum-Laktatdehydrogen-
ase (LDH)

MO

Kein Anhalt fir Fernmetastasen
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M1a Entfernte Hautlokalisation, subkutan oder knoti- | normal
ge Metastase(n)

M1b Lungenmetastase(n) normal

M1c Alle anderen viszeralen Metastasen | normal
Jede Fernmetastase erhoht

Tab. 1: TNM-Klassifikation (AJCC 2002)

*

Mikrometastasen: nach elektiver oder Sentinel-LK-Biopsie

** Makrometastasen: klinisch festgestellte LK-Metastasen durch therapeutische Lymphadenektomie bestatigt

oder LK-Metastasen mit grof3er extrakapsularer Ausdehnung

Stadium Klinisches Staging Pathologisches Staging
T N M T N M
0 Tis NO MO Tis NO MO
IA T1a NO MO T1a NO MO
IB T1b NO MO T1b NO MO
T2a NO MO T2a NO MO
A T2b NO MO T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
1B T3b NO MO T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
Ic T4b NO MO T4b NO MO
1 Jedes T N1 —-N3 MO
A T1-4a N1a MO
T1-4a N2a MO
B T1-4b N1a MO
T1-4b N2a MO
T1-4a N1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a/b N2c MO
nc T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
Jedes T N3 MO
v Jedes T Jedes N Jedes M1 |Jedes T Jedes N Jedes M1

Tab. 2: Stadieneinteilung (AJCC 2002)
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3.4 Patientenkollektiv

FiUr diese Arbeit umfasste das Patientenkollektiv insgesamt 230 Patienten mit
malignem Melanom, davon 123 Manner (53,5 %) im Alter von 22 bis 87 Jahren
(Median: 63 Jahre, range 65: Jahre) und 107 Frauen (46,5 %) im Alter von 25
bis 88 Jahren (Median: 57,4 Jahre, range: 63 Jahre; Abb. 1).

90+

80—

60—

50—

Alter bei Serumentnahme

40

30+

2
-8?88

T T
Mannlich Weiblich

Geschlecht

20+

Abb.1: Box-Plot-Grafik zur Darstellung der Altersverteilung
fir mannliche und weibliche Patienten

Nach der Stadieneinteilung des AJCC 2002 befanden sich zum Zeitpunkt der
Serumentnahme 62 Patienten im Stadium | (26,96 %), 59 im Stadium II
(25,65 %) 79 im Stadium Ill (34,35 %) und 28 im Stadium IV (12,17 %). Bei 2
Patienten (0,9 %) konnte das Stadium nicht ermittelt werden, da die Dicke des

Primartumors nicht bekannt war (Abb. 2).
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Stadium bei Serumentnahme
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404

Haufigkeit
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——————
T T T T
| 1 [l I unkekannt

Stadium (AJCC 2002) bei Serumentnahme

Abb.2: Balkendiagramm zur Darstellung der Haufigkeit von Patienten
in den einzelnen Stadien (AJCC I-IV)

Die Tumordicke nach Breslow des Primartumors lag zwischen 0,4 mm und
18 mm (Mittelwert 2,5 mm). Ein Tumor wies Clark-Level | (0,4 %), 12 Clark-Le-
vel Il (5,2 %), 43 Clark-Level Ill (18,7 %), 130 Clark-Level IV (56,5 %) und 14

Clark-Level V (6,1 %) auf. Bei 30 Patienten war der Clark-Level des Primarius
unbekannt (13 %; Abb. 3).
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Abb. 3: Box-Plot-Grafik zur Darstellung der Tumordickenverteilung
in Abhangigkeit von der Eindringtiefe (Clark Level).

Die Verteilung der Melanomtypen der Patienten stellte sich wie folgt dar: bei 71
Patienten (30,9 %) handelte es sich beim Primartumor um ein superfiziell sprei-
tendes Melanom (SSM) bei 95 Patienten (40,9 %) um ein nodular malignes
Melanom (NMM), bei 5 Patienten (2,2 %) um ein Lentigo-maligna Melanom
(LMM), bei 13 Patienten (5,7 %) um ein akrolentigindses Melanom (ALM), bei
28 Patienten (12,2 %) um ein amelanotisches malignes Melanom (AMM), bei 8
Patienten (3,5 %) um ein nicht klassifizierbares Melanom (UCM) und bei 11 Pa-
tienten (4,8 %) um andere Melanomtypen (Schleimhautmelanome und Uvea-

melanome; Abb. 4).
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Abb. 4: Balkendiagramm zur Darstellung der Haufigkeiten der Primartumoren.

SSM = Superfiziell spreitendes malignes Melanom

NMM = nodulér malignes Melanom

LMM = Lentigomaligna Melanom

ALM = Akrolentiginéses Melanom

AMM = Amelanotisches malignes Melanom

UCM = unklassifizierbares Melanom

andere = andere Melanomtypen (Schleimhautmelanome und Uveamelanome)

3.5 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasste 625 Patienten: 212 Patienten mit Hepatitis B oder
C unter oder nach erfolgter Interferontherapie, 149 Patienten mit allergischer
Rhinitis, allergischem Asthma oder Insektengiftallergie, 78 Patienten mit Psoria-

sis vulgaris, 46 Patienten mit Plasmozytom und 140 gesunde Blutspender.
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3.6 Etablierung des ELISA zur Detektion von im Serum zirkulierenden
CD28-Antikorpern

Die Analyse der Serumproben zur Detektion der CD28-Serumantikorper mittels
ELISA erfolgte durch die Klinik fur Innere Medizin | und das José Carreras Zen-
trum fur Immun- und Gentherapie des Universitatsklinikums des Saarlandes in

Homburg/Saar.

Der Antikorpernachweis erfolgte mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Der CD28-Antikorper ELISA wurde etabliert mit rekombinantem full-
length human FLAG tagged CD28. Zuerst wurden die Platten mit Maus-an-
ti-FLAG-Antikdrpern beschichtet, die zur Immobilisation von rekombinanten
CD28 gebraucht wurden. Diese Prozedur erlaubt die spezifische Bindung von
rekombinantem Protein und die Entfernung von kontaminierenden Substanzen
durch Waschung. Die Spezifitat des ELISA wurde mittels CD28 und anderen
humanen Proteinen untersucht, welche durch dieselbe Prozedur hergestellt

wurden. Es wurde keine Kreuzreaktion beobachtet (Abb. 5).

Aus der Jurkat-Zellinie wurde ein vollstandiges humanes CD28-Molekul amplifi-
ziert und in einen pSFi-FLAG-Vektor eingebracht. In stabilen HEK193-Zellen er-
folgte die Expression, worauf durch Lyse der Zellen mittels 10 mM Tris pH 8,0
CD28-FLAG gewonnen wurde.

Als coating-Antikdrper dienten anti-FLAG-Antikérper, welche auf die Mikrotiter-
platten  (Nunc-Maxisorb-Platten) aufgebracht wurden (1:2500, 4 °C,
16 Stunden). Die Platten wurden eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1,5 %
Gelatine in Blockierungspuffer gewaschen, um freie Bindungsstellen abzusatti-
gen, gefolgt von der Inkubation mit rekombinantem CD28-FLAG-Protein
(10 pg/ml, 50 pl) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Jeder Schritt wurde ge-
folgt von grindlichem Waschen mit TBS/0,1 % Tx 100. Daraufhin wurde das
Serum (1:100) aufgebracht, gefolgt von biotinylierten Detektions-Antikorpern
gegen IgG (1:2500) und Strep-POX (1:50000), jeweils fur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Entwickelt wurde der Test mit OPD fur 10 Minuten bei Raum-

temperatur. Der Entwicklungsvorgang wurde mit HCI gestoppt, und die Extinkti-
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on im Spektralphotometer bei 490 nm gemessen.

Seren von 47 gesunden Blutspendern wurden ebenfalls auf das Vorhandensein
von CD28-Antikdrpern untersucht. Von diesen Daten wurde ein Cut-off definiert
als Mittelwert + 3 Standardabweichung (MV + 3 SD). Proben mit einer Absorbti-
on geringer als MV £ 10 SD wurden als negativ definiert; Proben mit einer Ab-
sorption hoher als MV £ 10 SD wurden als positiv definiert (Abb. 6).

3,000

@ Pat1 mPat2
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2,000

1,500
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0.500

0,000 T T T T T
ACTg MAZ PC9 SLpP2 ATG13
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Abb 5: Balkendiagramm zur Darstellung der Spezifitiat des CD28-Antikorper ELISA
Humane rekombinante Proteine wurde immobilisiert und mittels ELISA gemessen
wie in Kapitel 3 beschrieben. Serum von 2 verschiedenen Patienten wurde hierbei
verwendet. Es wurde kein unspezifisches Signal entdeckt. ACT-g: actin- ¢
MAZ: myc-ass. zinc finger protein, PC9: pyruvate-carboxylase 9,

SLP2: stomatin-like protein 2, ATG13: autophagy related 13 homolog.
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Abb. 6: Balkendiagramm zur Darstellung von CD28-Antikoriier im Serum
von gesunden Blutspendern
Serumproben von 47 gesunden Blutspendern
wurden auf das Vorhandensein von CD28-Antikérpern untersucht.
Durchgezogenen Linie: Mittelwert (MV), gestrichelte Linie MV + 3 SD.

3.7 Progressfreies Uberleben und Gesamtiiberleben

Beginn des Beobachtungszeitraums war fur alle Patienten das Datum der jewei-
ligen Serumentnahme. Diese fanden zwischen dem 06.11.1997 und dem
23.10.2010 in der onkologischen Ambulanz der Klinik fir Dermatologie, Allergo-
logie und Venerologie in Homburg statt.

FUr Patienten mit mehreren Serumentnahmen wurde jeweils das Datum der Se-
rumentnahme mit dem ersten messbaren Antikorpertiter gewahit.

Als Endpunkt der Beobachtung wurde das Datum der letzten arztlichen Unter-
suchung gewahlt, unabhangig davon ob dies stationar in der Klinik fliir Dermato-
logie, in der dermato-onkologischen Hochschulambulanz, in ambulanter derma-
tologischer oder hausarztlicher Nachbetreuung geschehen ist. Bei verstorbenen
Patienten wurde als Endpunkt der Beobachtung das Sterbedatum gewahlt. Bei

Patienten, bei denen als Sterbedatum nur Monat und Jahr bekannt waren, wur-
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de der erste Tag des jeweiligen Monats als Enddatum gewahit.

Als Progress wurde jede neu aufgetretene Metastase oder Groenzunahme ei-
ner bestehenden Metastase um mehr als 25 % gewertet.

Bei Patienten, bei denen als Progresszeitpunkt lediglich der Monat und das
Jahr bekannt waren, wurde als Progresszeitpunkt willktrlich der 15. des jeweili-

gen Monats festgelegt.

3.8 Beobachtungszeitraum

Als Beobachtungszeitraum wurde die Zeit zwischen Serumentnahme und Ster-
bedatum oder dem Datum der letzten dokumentierten arztlichen Untersuchung
gewahlt. Die mediane Beobachtungszeit aller Patienten betrug 602 Tage (range
0 - 4108 Tage).

3.9 Statistische Auswertung

Sowohl die statistische Auswertung der Daten als auch die Erstellung der Tabel-
len und Diagramme erfolgte mit den Programmen SPSS 14.0 fur Windows
(SPSS GmbH Munchen) und SPSS Statistics 20 (IBM). Um progressfreies und
Gesamtuberleben in Abhangigkeit vom Vorhandensein von CD28-Autoantikor-
pern zu vergleichen, wurde der Log-Rank-Test verwendet. Als statistisch signifi-
kant wurde ein P-Wert < 0,05 erachtet.

Kaplan-Meier-Kurven, Box-Plots und Balkendiagramme dienten der graphi-

schen Darstellung der Ergebnisse.

Eine Beratung bezuglich der statistischen Vorgehensweise bei Herrn Privatdo-
zent Dr. med. Stefan Graber am Institut fur Medizinische Biometrie, Epidemiolo-
gie und Informatik der Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes

diente der Absicherung der statistischen Ergebnisse.
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4. Ergebnisse

4.1 Allgemeines

CD28-Antikorper kamen signifikant haufiger in der Gruppe der Melanompatien-
ten (42/230 = 18,3 %) und bei Patienten mit Virushepatitis (45/212 = 21,2 %)
vor, als in den anderen untersuchten Kontrollgruppen (p <0,001; Chi-Qua-
drat-Test). Nur 11 von 149 Patienten mit Allergien (7,4 %), 4 von 46 Patienten
mit multiplem Myelom (8,7 %), 3 von 78 Patienten mit Psoriasis vulgaris
(3,85 %) und 2 der 140 gesunden Blutspender (1,4 %) wiesen CD28-Antikorper

im Serum auf.

Von 230 Melanompatienten verstarben wahrend des Beobachtungszeitraums
24 (10,4 %) an ihrer Erkrankung, 206 (89,6 %) uberlebten (Tab. 3).

Uberlebt Mannlich Weiblich Gesamt
Ja 111 95 206
Nein 12 12 24
Gesamt 123 107 230

Tab. 3: Anzahl der liberlebenden und verstorbenen Patienten
unterteilt nach Mannern und Frauen

Wahrend des Beobachtungszeitraumes erlitten 52 Patienten (22,6 %) einen
Progress der Tumorerkrankung, 178 Patienten (77,4 %) waren progressfrei
(Tab. 4).
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Progress Mannlich Weiblich Gesamt
Ja 29 23 52

Nein 24 84 178
Gesamt 123 107 230

Tab. 4: Anzahl der Patienten mit und ohne Progress,

unterteilt nach Mannern und Frauen

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von
CD28-Antikorpern und dem Stadium der Erkrankung festgestellt werden
(p = 0,588; Abb. 7).
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Abb. 7: Balkendiagramm zur Darstellung des Auftretens

von CD28-Antikorpern in den unterschiedlichen Stadien.
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Weiterhin korrelierten weder der primare Typ des Melanoms (p = 0,211), noch

der Clark-Level (p = 0,240) mit dem Vorhandensein von CD28-Antikorpern, wo-
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bei jedoch bei 52 % der Patienten mit CD28-Antikdrpern das primare Melanom

eine Eindringtiefe entsprechend Clark-Level IV oder V aufwies (Abb. 8).
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Abb. 8: Balkendiagramm zur Darstellung des Vorhandenseins
von CD28-Antikérpern in Abhédngigkeit vom Clark Level

4.2 Gesamtiiberleben

Zwischen dem Vorhandensein von CD28-Autoantikdrpern und dem Versterben
am malignen Melanom konnte ein signifikanter Zusammenhang festgestellt wer-
den: von den verstorbenen 24 Melanompatienten wiesen 8 erhohte CD28-Anti-
korper-Titer auf (p =0,043; Chi-Quadrat-Test). Somit haben Patienten mit
CD28-Serum-Antikorpern ein signifikant erhdhtes Risiko an ihrer Erkrankung zu
versterben (Abb. 9).
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Abb. 9: Balkendiagramm: Uberlebende und verstorbene Patienten
mit und ohne CD28-Autoantikorper

Verstorben
Ja Mein

Bno
Hves

Fiar Patienten ohne CD28-Autoantikorper betrug das mittlere Gesamtuberleben

2705 Tage, das mediane Gesamtuberleben 3322 Tage. Patienten mit CD28-Au-

toantikdrpern wiesen ein mittleres Gesamtuberleben von 2294 Tagen auf. Da

am Ende des Beobachtungszeitraumes noch mehr als 50 % dieser Patienten

am Leben waren, konnte das mediane Gesamtuberleben der CD28-Autoanti-
korper-positiven Patienten nicht ermittelt werden (Tab. 5; Tab. 6).

95 %-Konfidenzintervall
Antikdrper | Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
Nein 2705,115 323,913 2070,245 3339,986
Ja 2294,702 351,907 1604,964 2984,440
Gesamt 2681,179 258,202 2175,103 3187,255

Tab. 5: Mittelwert des Gesamtiiberlebens fiir Patienten mit und ohne CD28-Autoantikérper
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95 %-Konfidenzintervall
Antikdrper | Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
Nein 3322,000 1502,865 376,384 3322,000
Ja
Gesamt 3322,000 . . 3322,000

Tab. 6: Median des Gesamtiiberlebens fiir Patienten mit und ohne CD28-Autoantikorper.
Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt jedoch die Tendenz zu einem ldngeren Gesamtiiberleben.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von CD28-Au-
toantikbrpern und dem Gesamtliberleben konnte nicht festgestellt werden
(p = 0,559; Log-Rank-Test), jedoch eine Tendenz fur ein langeres Gesamtiber-
leben bei Patienten ohne CD28-Antikorper (Abb. 10).
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtiiberleben
mit und ohne Vorhandensein von CD28-Autoantikérpern



4. Ergebnisse Seite 36

Das mittlere Gesamtuberleben flr Patienten, die eine Interferontherapie erhiel-
ten, betrug 2888 Tage, das mediane Gesamtluberleben konnte nicht bestimmt
werden, da bis zum Ablauf des Beobachtungszeitraumes mehr als 50 % dieser
Patienten Uberlebt hatten. Fir Patienten ohne Interferontherapie betrug das
mittlere Gesamtuberleben 982 Tage, das mediane Gesamtiiberleben 1046 Tage
(Tab. 7; Tab. 8).

95 %-Konfidenzintervall
Interferon- Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
therapie
Nein 082,453 42,619 898,921 1065,986
Ja 2887,661 266,227 2365,857 3409,465
Gesamt 2681,179 258,202 2175,103 3187,255

Tab. 7: Mittelwert des Gesamtiiberlebens fiir Patienten mit und ohne Interferontherapie

95 %-Konfidenzintervall
Interferon- Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
therapie
Nein 1046,000 66,259 916,133 1046,000
Ja
Gesamt 3322,000 . . 3322,000

Tab. 8: Median des Gesamtiiberlebens fiir Patienten mit Interferontherapie

Dabei wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen Interferontherapie und
langerem Gesamtuberleben festgestellt (p = 0,206; Log-Rank-Test). Abbildung
11 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fur das Gesamtiberleben mit und ohne Inter-

ferontherapie.
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtiiberleben

mit und ohne Interferontherapie

Patienten, welche sowohl eine Interferontherapie erhielten als auch CD28-Anti-
korper aufwiesen, hatten ein mittleres Gesamtuberleben von 2394 Tagen. Das
mediane Gesamtiberleben konnte nicht bestimmt werden, da bis zum Ende
des Beobachtungszeitraumes noch mehr als 50 % der Patient mit CD28-Anti-
korper unter Interferontherapie am Leben waren. Ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Gesamtuberleben bei Patienten mit und ohne Interferontherapie
in Abhangigkeit von CD28-Antikérpern konnte nicht konstatiert werden (Abb. 12
und 13).
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4.3 Progressfreies Uberleben

Von 230 Melanompatienten erlitten 52 einen Progress ihrer Erkrankung und 178
waren progressfrei.

Von 42 Patienten mit CD28-Antikorpern konnte bei 11 wahrend des Beobach-
tungszeitraumes ein Progress festgestellt werden (26,8 %), bei den 188 Patien-
ten ohne Serumantikorper erlitten 41 einen Progress ihrer Erkrankung (21,8 %;
Abb. 14).

Von 52 Patienten, welche wahrend des Beobachtungszeitraumes einen Pro-
gress ihres malignen Melanoms erlitten, konnten bei 11 CD28-Serumantikoérper
nachgewiesen werden (21,2 %; Tab. 9). Serumantikérper und Progress zeigen

keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,539; Chi-Quadrat-Test).

Antikdrper Progress Kein Progress | Gesamt
Nein 41 147 188

Ja 1 31 42
Gesamt 52 178 230

Tab. 9: Anzahl der Patienten mit und ohne CD28-Autoantikorper,
aufgeteilt nach Progress und Progressfreiheit
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Abb. 14: Balkendiagramm: CD28-Antikorper-positive und -negative Patienten
mit und ohne Progress ihrer Erkrankung

Das mittlere progressfreie Uberleben betrug 1364 Tage (Tab. 10) flr Patienten
ohne und 1359 Tage fir Patienten mit CD28-Antikérpern. Ebenso konnte keine
deutliche Differenz im medianen progressfreien Uberleben konstatiert werden.

1406 Tage fir Patienten ohne und 1387 Tage flr Patienten mit
CD28-Antikoérpern (Tab. 11).

Es betrug

95 %-Konfidenzintervall
Antikdrper Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
Nein 1364,443 166,218 1038,657 1690,229
Ja 1359,802 221,929 924,821 1794,784
s 1430,520 149,840 1136,834 1724,206

Tab. 10: Mittelwert des progressfreien Uberlebens mit und ohne CD28-Autoantikdrper
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95 %-Konfidenzintervall
Antikdrper | Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
Nein 1406,000 593,515 242,710 1406,000
Ja 1387,000 1387,000
Gesamt 1406,000 464,144 496,277 1406,000

Tab. 11: Median des progressfreien Uberlebens mit und ohne CD28-Autoantikérper

Die Analyse des progressfreien Uberlebens nach Kaplan-Meier zeigte keinen si-

gnifikanten Unterschied beziiglich des progressfreien Uberlebens der Patienten
mit und ohne CD28-Antikorper (p = 0.952, Log-Rank Test; Abb. 15).
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Abb. 15: Kaplan-Meier-Kurve: progressfreies Uberleben
In Abhédngigkeit vom Vorhandensein von CD28-Autoantikérpern
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Fur Patienten, welche eine Interferontherapie erhielten, betrug die Zeit des mitt-
leren progressfreien Uberlebens 1385 Tage, das mediane progressfreie Uberle-
ben 1406 Tage. Patienten ohne Interferontherapie hatten eine mittlere progress-
freie Uberlebenszeit von 509 Tagen (Tab. 12; Tab. 13). Da bei Ende des Beob-
achtungszeitraumes noch mehr als 50 % der Patienten ohne Interferontherapie
noch am Leben waren, konnte das mediane progressfreie Uberleben nicht er-

mittelt werden.

95 %-Konfidenzintervall
Interferon- Schatzer Standardfehler |Untere Grenze Obere Grenze
therapie
Nein 509,418 15,453 479,130 539,706
Ja 1385,265 151,881 1087,579 1682,952
Gesamt 1430,520 149,840 1136,834 1724,206

Tab. 12: Mittelwert des progressfreies Uberlebens mit und ohne Interferontherapie

95 %-Konfidenzintervall
Interferon- Schatzer Standardfehler | Untere Grenze Obere Grenze
therapie
Nein
Ja 1406,000 475,762 473,507 1406,000
Gesamt 1406,000 464,144 496,277 1406,000

Tab. 13: Median des progressfreien Uberlebens mit und ohne Interferontherapie

Die Analyse des progressfreien Uberlebens in Abhangigkeit von der Interferon-
therapie zeigte keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,177, log-Rank-Test;
Abb. 16).
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Abb. 16: Kaplan-Meier-Kurve: progressfreies Uberleben
mit und ohne Interferontherapie

Bei Patienten welche eine Interferontherapie erhielten und gleichzeitig CD28-
Antikorper aufwiesen, betrug das mittlere progressfreie Uberleben 1229 Tage.
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem progressfreien
Uberleben in Abhangigkeit von CD28-Antikérpern und Interferontherapie kon-
statiert werden (p = 0,88, Log-Rank-Test; Abb. 17 und 18).
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Abb. 17: Kaplan-Meier-Kurve: Progressfreies Uberleben von Patienten ohne
Interferontherapie in Abhdngigkeit vom Vorhandensein von CD28-Autoantikérpern
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4.4 Serokonversion

Bei sechs Melanompatienten konnte eine Verlaufsdokumentation der CD28-Au-
toantikorper-Titer Uber mehrere Jahre durchgeflhrt werden. Zunachst waren die
Probanden seronegativ beztglich der Antikorper, jedoch wurde bei vier Patien-
ten wahrend der Beobachtungszeit eine Serokonversion beobachtet. Diese
Serokonversion stand immer in Verbindung mit einer Progression des malignen
Melanoms. Alle vier Patienten verstarben an ihrer Erkrankung.

Bei einer Patientin konnte der Verlauf des CD28-Antikdrpertiters Uber mehr als
zehn Jahre dokumentiert werden. 1996 wurde bei der Patientin ein Melanom im
Gesichtsbereich diagnostiziert, zu diesem Zeitpunkt konnten keine Serumanti-
korper nachgewiesen werden. Als im Juni 2005 Lungenmetastasen festgestellt
wurden, waren noch immer keine CD28-Antikdrper nachweisbar. Im Dezember
2005 konnte eine Serokonversion beobachtet werden und mit Progress der Er-
krankung fand ein kontinuierlicher Anstieg der CD28-Antikorpertiter im Januar
und Marz 2006 statt. Die hochsten Antikorperwerte konnten einhergehend mit
Lebermetastasen im Mai 2007 beobachtet werden (Abb. 19). Kurz darauf

verstarb die Patientin an ihrem metastasierten malignen Melanom.
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Abb. 19: Verlauf des Antikorpertiters liber den Zeitraum von zehn Jahren
In Abhédngigkeit vom Krankheitsverlauf bei einer Melanompatientin

4.5 CD28-Antikorper und Interferontherapie

110 Patienten (47,8 %) erhielten keine Interferontherapie, wahrend 120 Patien-
ten (52,2 %) mit einer Hoch- oder Niedrigdosis-Interferontherapie behandelt
wurden.

Bei 21 der Melanompatienten, welche eine Interferontherapie erhielten, konnte
wahrend des Beobachtungszeitraumes ein Auftreten von CD28-Autoantikdrpern
beobachtet werden (17,5 %). Bei den Patienten, die keine Interferontherapie er-
hielten, waren es ebenfalls 21 (19,1 %; Tab. 14; Abb. 20).
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Antikérper
Interferon- Nein Ja Gesamt
therapie
Nein 89 21 110
Ja 99 21 120
Gesamt 188 42 230

Tab. 14: Anzahl der Patienten mit und ohne Interferontherapie,
aufgeteilt nach Vorhandensein von CD28-Autoantikdrpern
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Abb. 20: Balkendiagramm: CD28-positive und -negative Patienten

unter Interferonotherapie und ohne Interferontherapie

Damit traten bei Patienten mit Interferontherapie nicht signifikant haufiger
CD28-Autoantikorper auf als bei Patienten, die kein Interferon erhielten

(p = 0,755; Chi-Quadrat-Test). Bezieht man jedoch die Kontrollgruppen in die



4. Ergebnisse Seite 48

Auswertung ein, ergibt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Interfe-
rontherapie und dem Auftreten von CD28-Antikdrpern (p <0,001; Chi-Qua-
drat-Test).

Im gesamten Patientenkollektiv erhielten 332 Patienten eine Interferontherapie,
davon waren 120 Melanompatienten und 212 Patienten mit einer Virushepatitis
B oder C. Betrachtet im gesamten Patientenkollektiv von 855 Patienten konnten
CD28-Antikorper bei 19,9 % (66/332) der Patienten, die Interferon erhielten de-
tektiert werden und nur in 7,7 % (41/523) der Patienten, welche keine Interfero-

ne erhielten, unabhangig von der zugrunde liegenden Erkrankung (Abb. 21).
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Abb. 21: Anzahl der Patienten mit CD28-Autoantikérpern
bei Patienten mit und ohne Interferontherapie

4.6 Kontrollgruppen

Das Vorhandensein von CD28-Autoantikdrpern war in den verschiedenen Pati-

entengruppen unterschiedlich ausgepragt und zeigte einen signifikanten Zu-
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sammenhang mit der Art der Erkrankung (p <0,001; Chi-Quadrat-Test;
Abb. 22). Bei den Patienten mit Allergien wiesen 11 von 149 Patienten (7,4 %),
bei den Patienten mit multiplem Myelom 4 von 46 (8,7 %), bei den Psoriatikern
3 von 75 (3,8 %) und bei den gesunden Blutspendern lediglich 2 von 140
(1,4 %) Serumantikorper auf.

Hoher als in all diesen Gruppen war die Zahl der CD28-Antikérper-positiven Pa-
tienten in der Gruppe der Hepatitispatienten mit 45 von 212 Patienten (21,2 %)
und der Melanompatienten. Hier wurden bei 42 von 230 Patienten CD28-Anti-
korper nachgewiesen (18,3 %).
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Abb. 22: Balkendiagramm zur Darstellung des Vorhandenseins
von CD28-Antikorpern bei den verschiedenen Patientengruppen
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5. Diskussion

CD28- und CTLA-4 spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Immun-
antwort. Die beiden Molekulle haben dabei eine gegensatzliche Funktion: CTLA-
4 hemmt die T-Zell-Aktivitat, wahrend CD28 an der Aktivierung von T-Zellen be-
teiligt ist [JUNE, LEDBETTER et al. 1990; WOLCHOK & SAENGER 2008].

Die Suche nach stimulierenden und hemmenden Antikorpern, welche den
CTLA-4- oder den CD28-Rezeptor beeinflussen, war in den letzten Jahren eine
herausfordernde Aufgabe, der sich Wissenschaftler auf der ganzen Welt gestellt
haben.

CTLA-4-Antikorper, wie zum Beispiel Ipilimumab, wurden in den vergangen
Jahren fur die Therapie des metastasierten malignen Melanoms entdeckt [We-
ber 2009]. Diese Antikorper fuhren zu einer Hemmung von CTLA-4. Dadurch
kann CD28 ungehemmt arbeiten und es kommt zu einer Immunstimulation, ei-
nem Toleranzverlust und letztendlich zu einer Abnahme der Tumorlast [BA-
KACS et al. 2011; DI GIACOMO et al. 2010; WEBER 2009].

Ebenso wurde an der Entwicklung von superagonistischen CD28-Antikdrpern
gearbeitet, welche in der Lage sind, T-Zellen ohne die Mitwirkung anderer Si-
gnalkaskaden zu aktivieren. Diese Antikdrper wurden vor allem entwickelt, um
regulatorische T-Zellen zu aktivieren und somit immunsuppressive Wirkungen
auszulésen. Praklinische Studien konnten die immunosuppressiven Effekte die-
ser Antikorper, wie beispielsweise JJ316 und TGN1412, weiter untermauern
[BEYERSDOREF et al. 2005; EASTWOOD et al. 2010; SUNTHARALINGAM et
al. 2006].

Erstmals gelang es Neuber und Mitarbeitern 2006 CD28-Autoantikérper auch in
Seren von Patienten mit Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis nach-
zuweisen. Sie nahmen an, dass diese Antikorper T-Zellen stimulieren und so-
mit eine Rolle in der Entstehung chronisch allergischer Erkrankungen spielen.
In vitro steigerten CD28-Antikérper-haltige Seren signifikant die Proliferation
von T-Zellen, wodurch diese Annahme weiter bestarkt wurde [NEUBER et al.
2006].
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Generell ist es denkbar, dass sowohl inhibitorische als auch stimulierende
CD28-Antikorper existieren. Eine Aktivierung von T-Effektor-Zellen durch diese
Antikdrper wirde dann zur Stimulierung des Immunsystems fuhren, wahrend
die Stimulation regulatorischer T-Zellen eine Verminderung der Immunantwort
zur Folge hatte. Auch eine dosisabhangige Anderung des Wirkmechanismus ist
denkbar. So kdnnte es sein, dass superagonistische CD28-Antikdrper normaler-
weise regulatorische T-Zellen aktivieren und damit immunsuppressiv wirken, in
hoher Dosierung jedoch auch T-Effektor-Zellen stimulieren und zur Immunakti-
vierung beitragen [MARSHALL 2006]. Inhibitorische Antikdérper wirden immer

immunsuppressive Wirkungen haben.

In der Gruppe der Patienten mit malignem Melanom und der Gruppe der Pati-
enten mit Virushepatitis konnte anhand der hier prasentierten Daten ein signifi-
kant hoheres Auftreten von CD28-Autoantikorpern festgestellt werden als in den
anderen untersuchten Kontrollgruppen. Eine mdgliche Ursache fur die vermehr-
te Bildung von CD28-Antikdrpern in den Gruppen der Melanom- und Hepatiti-
spatienten konnte die Interferontherapie sein. Alle Hepatitispatienten und 120
der Melanompatienten erhielten aktuell oder in der Vergangenheit eine Interfe-
rontherapie. Betrachtete man ausschlie3lich die Gruppe der Melanompatienten,
konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Therapie mit In-
terferon und dem Auftreten von CD28-Antikérpern festgestellt werden, was
moglicherweise jedoch an der zu geringen Fallzahl liegt. Bezogen auf alle un-
tersuchten Kontroligruppen, war das Auftreten von CD28-Antikorpern bei Pati-
enten, welche Interferon erhielten, signifikant hoher (p <0,001 Chi-Qua-
drat-Test). Wenn also eine Interferontherapie die Entstehung von CD28-Antikor-
pern begunstigt und letztere zur Immunsuppression durch Aktivierung von regu-
latorischen T-Zellen fuhren, sollte die Fortsetzung einer adjuvanten Interferon-
therapie bei Melanompatienten, welche im Verlauf CD28-Antikorper entwickeln,
kritisch Gberdacht werden. Dies gilt vor allem, da in dieser Studie das Auftreten
von CD28-Antikorpern mit einem erhohten Risiko vergesellschaftet war, an der

Melanomerkrankung zu versterben.
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Sowohl bei Multipler Sklerose als auch chronischer Hepatitis C konnte ein Zu-
sammenhang mit einer veranderten Singnallbertragung durch Interferon herge-
stellt werden [FENG et al. 2002; HE et al. 2006]. Crichtley-Thorne et al. konnten
eine verminderte SignalUbertragung durch Interferon-alpha in T- und B-Zellen
bei Tumorpatienten nachweisen [CRITCHLEY-THORNE, SIMONS et al. 2009].
Um eine vollstandige Immunantwort zu erreichen, bendtigen CD8-positive T-
Zellen ein drittes Signal zusatzlich zur Stimulation durch das Antigen und durch
Co-Stimulatoren. Interferon kann als dieses dritte Signal fungieren und eine
vollstandige Immunantwort ermoéglichen [CURTSINGER, VALENZUELA et al.
2005; CRITCHLEY-THORNE, SIMONS et al. 2009].

Eine weitere Studie an Melanompatienten zeigte ebenfalls, dass Defekte in der
Interferon-SignalUbertragung einen wichtigen Aspekt fur den Progress von Me-
lanomen darstellen. Dabei konnten zwei Subgruppen von Melanompatienten
unterschieden werden. Ein Teil der Patienten sprach auf die Gabe von Typ 1 In-
terferon an, zwei Drittel der Patienten zeigte ein vermindertes Ansprechen auf
die Interferontherapie. Bei dieser Gruppe der Low-Responder zeigten sich funk-
tionelle Stérungen der T-Zellen, unter anderem eine verminderte T-Zell-Aktivie-
rung und eine verringerte Lebensdauer der T-Zellen nach Stimulierung durch
anti-CD3- und anti-CD28-Antikorper. Diese erheblichen funktionellen Stérungen
beruhen vermutlich auf einem verminderten Ansprechen auf Interferon. Das Re-
sultat ist ein Fehlen des dritten Signals, welches nétig ist fur die Differenzierung,
die Entwicklung und das Uberleben der Gedachtnis- und Effektorzellen
[CRICHTLEY-THORNE, YAN et al. 2007].

Es ware denkbar, dass eine solche Funktionsstorung der T-Zellen mit vermin-
derter Interferon-Signallbertragung durch eine méglicherweise immunsuppres-
sive Wirkung der CD28-Antikérper noch verstarkt wird. Das koénnte fur entspre-

chend disponierte Patienten auch in vivo eine Gefahr darstellen.

Verlieren T-Zellen ihre CD28-Rezeptoren oder werden diese inaktiv, verlieren
die Zellen ihre Fahigkeit zu klonaler Expansion und neigen, insbesondere in
Kombination mit erhohter Expression von CD95, vermehrt zur Apoptose
[EFFROS 2000]. Bouwhuis et al. stellten in ihrer Studie bei Melanompatienten

mit Polymorphismen des CD28-Gens ein verkiirztes progressfreies Uberleben
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fest BOUWHUIS et al. 2012].

In Anbetracht dieser Beobachtungen stellt sich die Frage, ob CD28-Serumanti-
korper bei Melanompatienten einen ahnlichen Effekt haben, indem sie die ord-
nungsgemafe Funktion der CD28-Rezeptoren behindern oder blockieren. Hier
sind weitere T-Zell-Assays nétig, um zu prifen, ob und inwieweit CD28-Antikor-

per hemmend oder aktivierend auf T-Zellen einwirken.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass das Vorhandensein von CD28-Autoanti-
korpern bei Melanompatienten mit einem signifikant erhdhten Risiko, an der Er-
krankung zu verstreben, vergesellschaftet ist. Daher kdnnten diese Antikorper-
nachweise in Zukunft moglicherweise dazu genutzt werden, diejenigen Mela-
nompatienten zu erkennen, bei welchen ein erhdhtes Risiko fur einen Progress

vorliegt.

Die Frage, ob Autoimmunphadnomene positive Auswirkungen auf das Uberleben
von Melanompatienten haben, wurde in letzter Zeit kontrovers diskutiert. Gogas
et al. stellten fest, dass Autoimmunphanomene, wie zum Beispiel das Auftreten
von Schilddrisenautoantikérpern bei Melanompatienten, unter Interferonthera-
pie mit einem verlangerten Gesamt- und progressfreien Uberleben vergesell-
schaftet sind [GOGAS et al. 2006]. Die Gruppe um Stuckert konnte diese Beob-
achtungen durch ihre Ergebnisse weiter untermauern [STUCKERT, TARHINI et
al. 2007].

In verschiedenen EORTC-Studien untersuchten BOUWHOUIS et al. 220 Mela-
nompatienten, die mit Interferon behandelt wurden. Zu Beginn der Studie wies
keiner der Patienten Autoantikérper im Serum auf. Bei Patienten, die mit pegy-
liertem Interferon behandelt wurden, konnte vermehrt ein Auftreten von Autoan-
tikorpern festgestellt werden [BOUWHUIS et al. 2010]. Das Vorliegen von Auto-
antikérpern war jedoch nur dann prognostisch relevant, wenn der sogenannte
Guarantee-time-bias nicht bertcksichtigt wurde. Guarantee-time bedeutet, dass
Patienten, die eine langere Uberlebenszeit haben, auch langer Zeit haben, Au-
toantikorper zu entwickeln, wahrend Patienten mit Frihrezidiven oder einer fri-
hen Progression ihres malignen Melanoms aufgrund der verkurzten Zeit, in der

sich die Antikorper bilden kénnen, eher seronegativ sind. Sobald dies in Be-
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tracht gezogen wurde, konnte kein signifikanter Zusammenhang mehr zwischen
dem Auftreten von Autoantikdrpern und der Prognose festgestellt werden [BOU-
WHUIS et al. 2009; BOUWHUIS et al. 2012]. Die Autoren schlossen daraus,
dass der Nachweis von Autoantikdrpern kein positiver prognostischer Faktor fur
Melanompatienten unter Interferontherapie ist. Weitere Studien konnten zeigen,
dass Autoimmunph@nomene haufiger bei Patienten zu beobachten sind, die
eine Immuntherapie jedweder Form erhalten, sei es eine Interleukin-, Interferon-
oder anti-CTLA-4-Behandlung. Allerdings bestand auch hier bezuglich Interleu-
kin- und Interferontherapie nur dann einen Zusammenhang zwischen dem An-
sprechen auf die Therapie und den Autoimmuneffekten, wenn der Guarantee-ti-
me-bias nicht berucksichtigt wurde [BOUWHUIS et al. 2011].

Auch PFOHLER et al. konnten zeigen, dass Autoimmunph&nomene bei Mela-
nompatienten nicht immer mit einem langeren Uberleben vergesellschaftet sind.
Sie fanden keinen Unterschied fiir das progressfreie Uberleben und Gesamt-
Uberleben fur Patienten mit und ohne anti-retinale Serumantikorper. Es zeigte
sich jedoch eine Tendenz zu verlangertem progressfreien und Gesamtuberle-
ben bei Patienten ohne anti-retinale Antikérper [PFOHLER, SCHMALTZ et al.
2008].

In der vorliegenden Studie konnte flir Melanompatienten mit und ohne Nach-
weis von CD28-Antikérpern kein Unterschied bezlglich des progressfreien
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens festgestellt werden. An dem Ergebnis
anderte sich auch dann nichts, wenn das Auftreten von CD28-Autoantikérpern
als zeitabhangiger Faktor in die Uberlebenszeitanalyse mittels Cox-Regression

einfloss.

Bislang ist unklar, welche Konditionen die Bildung von CD28-Antikorpern bei
Melanompatienten begunstigen, jedoch ist denkbar, dass eine Therapie mit In-
terferonen ein moglicher Faktor ist, wie mit Hilfe der vorliegenden Daten gezeigt
werden konnte. Diese Hypothese wird auch dadurch unterstutzt, dass der Pro-
zentsatz der CD28-Antikorper-positiven Patienten in der Gruppe der Melanom-

und Hepatitispatienten gleich hoch ist und dabei gleichzeitig deutlich hoher, als
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in den anderen Kontrollgruppen. Die Daten zeigen auch, dass das Auftreten von
CD28-Antikérpern mit einem erhéhten Risiko vergesellschaftet ist, am malignen
Melanom zu versterben. Der Nachweis dieser Antikdrper bei Melanompatienten
konnte kinftig zum einen dazu dienen, Patienten mit einem erhéhten Risiko zu
detektieren, zum anderen, den Zeitpunkt zu bestimmen, an dem die Beendi-

gung einer adjuvanten Interferontherapie in Betracht gezogen werden sollte.



6. Anhang

Seite 56

6. Anhang

6.1 Auswertungstabelle

Nr. Sex ED Typ TD |Stadium| AK |Prog. Verst. IFN
1 1 | 01.06.2002 1 1,60 1 1 2 0 1
2 1 | 01.06.2001 2 2,75 2 1 2 0 1
3 2 | 01.05.2001 2 3,70 2 1 1 0 1
4 1 | 01.02.2004 2 1,50 2 0 2 0 1
5 1 | 01.06.2001 2 2,04 3 1 1 0 1
6 1 | 01.12.2002 4 5,00 2 0 1 0 1
7 2 | 01.10.2001 1 2,40 2 0 2 0 1
8 2 | 01.07.2003 2 3,45 3 0 2 0 1
9 2 | 01.04.2004 2 4,00 2 0 2 0 1
10 2 | 01.02.2002 1 3,90 2 0 1 1 1
11 2 | 01.04.2005 4 3,70 3 1 2 0 1
12 2 | 01.08.2000 2 1,12 2 0 1 0 1
13 1 | 01.09.1991 1 1,40 3 1 2 0 1
14 1 | 01.03.1994 1 1,80 3 0 2 0 1
15 1 | 01.06.2005 2 2,65 3 0 1 0 1
16 2 | 01.06.2004 3 1,14 3 1 2 0 1
17 2 | 01.02.1999 2 ,00 2 0 1 0 1
18 1 | 01.09.2001 4 2,82 3 0 1 0 1
19 1 | 01.03.2002 2 2,20 2 1 1 0 1
20 2 | 01.12.2005 1 3,70 3 0 1 1 1
21 2 | 01.07.1999 1 1,80 4 1 1 1 1
22 2 | 01.08.2000 1 2,50 3 0 1 1 1
23 2 | 01.06.2005 2 3,09 3 1 1 1 1
24 1 | 01.01.2004 4 12,50 3 0 1 1 1
25 1 | 01.05.2002 1 1,29 3 0 1 1 1
26 1 | 01.10.2002 1 ,89 1 1 1 1 1
27 2 | 01.01.1978 6 ,00 3 0 1 1 1
28 1 | 01.11.2003 6 ,00 4 1 1 1 0
29 2 | 01.11.2002 2 3,60 1 0 1 1 0
30 2 | 01.09.1998 1 1,10 4 1 1 1 1
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31 2 | 01.05.1996 2 2,00 4 0 1 0 1
32 2 | 01.09.2009 1 1,41 1 0 2 0 0
33 1 | 01.02.2006 1 1,12 1 0 2 0 0
34 1 | 01.08.2009 2 10,00 2 1 2 0 0
35 1 | 01.09.2006 2 3,00 3 0 1 0 1
36 1 | 01.03.2006 1 1,10 3 1 1 1 1
37 2 | 01.08.2008 4 1,20 1 0 2 0 0
38 1 | 01.12.2007 6 ,95 3 0 1 0 0
39 1 | 01.04.2005 2 1,00 3 0 2 0 1
40 1 | 01.05.2008 2 5,04 2 0 2 0 1
41 2 | 01.02.2007 1 ,80 1 0 2 0 0
42 2 | 01.12.2004 6 ,00 4 0 2 0 1
43 2 | 01.06.2005 2 3,55 4 0 2 0 0
44 2 | 01.07.2005 1 1,10 1 1 2 0 0
45 1 | 01.06.2009 1 1,10 1 0 2 0 0
46 1 | 01.08.2003 2 11,00 4 0 2 0 0
47 2 | 01.06.2008 2 ,95 1 0 2 0 0
48 1 | 01.08.2008 1 1,80 2 0 2 0 0
49 1 | 01.04.2006 2 1,06 1 0 2 0 0
50 1 | 01.09.2004 2 1,80 4 0 1 0 1
51 1 | 01.03.2006 1 2,20 2 0 2 0 1
52 1 | 01.02.2006 2 8,00 2 1 2 0 1
53 2 | 01.12.2005 2 1,45 3 0 2 0 1
54 1 | 01.09.2006 2 2,20 2 0 2 0 1
55 2 | 01.12.2005 2 3,80 2 0 2 0 1
56 2 | 01.02.2007 1 ,90 1 0 2 0 0
57 1 | 01.05.2002 2 3,70 3 0 1 0 1
58 2 | 01.07.2008 2 1,20 3 0 2 0 1
59 1 | 01.12.2005 3 ,00 3 0 2 0 1
60 2 | 01.06.2008 2 3,00 2 0 2 0 1
61 1 | 01.09.2009 2 2,50 3 1 2 0 1
62 1 | 01.02.2008 2 ,90 3 1 2 0 0
63 2 | 01.02.2007 7 1,30 1 0 2 0 0
64 1 | 01.07.2006 2 5,00 2 0 2 0 1
65 1 | 01.11.2009 1 1,27 1 0 2 0 0
66 2 | 01.08.2008 1 ,95 1 0 2 0 0
67 2 | 01.02.2008 2 3,00 3 0 2 0 0
68 1 | 01.01.2006 6 ,00 4 1 2 0 0
69 1 | 01.04.2009 1 1,40 1 0 2 0 0
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70 2 | 01.02.2007 2 3,20 4 0 2 0 1
71 2 | 01.07.2009 7 12,00 2 0 2 0 1
72 2 | 01.02.2007 2 1,14 3 0 2 0 0
73 1 | 01.10.2008 1 2,50 2 0 2 0 1
74 2 | 01.01.2008 2 2,00 1 1 2 0 1
75 2 | 01.07.2006 1 ,64 3 0 2 0 0
76 1 | 01.05.2007 6 ,86 1 0 2 0 0
77 2 | 01.08.1995 1 1,05 4 0 2 0 0
78 1 | 01.10.2002 2 4,00 2 0 2 0 1
79 1 | 01.07.2003 2 1,60 3 1 2 0 0
80 2 | 01.05.2004 2 3,00 3 0 2 0 0
81 2 | 01.08.2008 2 7,00 3 0 1 1 1
82 2 | 01.04.2008 4 4,20 3 0 2 0 0
83 2 | 01.12.2004 7 ,00 5 0 2 0 1
84 1 | 01.09.2005 1 ,70 1 0 2 0 0
85 1 | 01.07.2005 6 ,00 4 1 2 0 0
86 1 | 01.10.1996 2 1,30 4 0 2 0 1
87 2 | 01.10.2004 5 5,50 3 0 1 0 1
88 1 | 01.09.2003 1 1,30 3 0 1 0 0
89 1 | 01.05.2007 6 1,20 2 0 2 0 1
90 1 | 01.03.2009 6 18,00 3 0 1 0 1
91 2 | 01.06.2002 1 1,80 3 1 2 0 1
92 1 | 01.10.2009 2 1,10 1 0 2 0 0
93 1 | 01.05.2007 2 2,50 2 0 2 0 1
94 2 | 01.07.2004 4 1,50 3 1 2 0 1
95 1 | 01.10.2008 1 1,20 3 1 2 0 0
96 1 | 01.10.2009 6 5,00 3 0 1 1 0
97 1 | 01.10.2006 1 1,50 1 0 2 0 0
98 1 | 01.09.2006 2 1,65 3 0 2 0 1
99 1 | 01.05.2006 6 5,00 3 0 2 0 1
100 1 | 01.09.2008 6 5,00 4 0 1 0 0
101 1 | 01.09.2009 1 2,63 3 0 2 0 1
102 2 | 01.02.2008 6 ,00 4 0 2 0 1
103 2 | 01.01.2004 1 3,40 4 1 2 0 0
104 1 | 01.08.2007 1 1,04 1 1 2 0 0
105 2 | 01.08.2006 2 2,56 3 0 1 0 1
106 1 | 01.05.2010 2 1,80 1 0 2 0 0
107 1 | 01.07.2008 1 1,15 1 0 1 0 0
108 1 | 01.01.1988 6 5,00 3 0 2 0 1
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109 2 | 01.02.2010 2 6,80 2 0 2 0 0
110 2 | 01.05.2009 2 1,60 1 1 2 0 0
111 1 | 01.11.2009 6 3,29 2 0 2 0 1
112 1 | 01.08.2007 2 1,50 1 0 2 0 1
113 2 | 01.07.2008 2 6,00 2 0 2 0 1
114 2 | 01.05.2008 1 1,50 3 0 2 0 1
115 1 | 01.11.2004 2 3,80 3 1 2 0 1
116 2 | 01.05.2008 6 ,00 4 0 1 1 0
117 1 | 01.05.2000 2 1,80 3 0 1 1 0
118 1 | 01.03.2010 1 1,10 1 0 2 0 0
119 1 | 01.05.2005 2 4,50 3 0 2 1 1
120 1 | 01.06.2006 2 2,90 3 0 2 0 1
121 1 | 01.09.2008 2 1,25 1 0 2 0 0
122 1 | 01.03.2008 1 1,03 3 0 1 1 0
123 1 | 01.10.2006 5 5,00 3 0 2 0 0
124 2 | 01.05.2005 1 ,95 1 0 2 0 0
125 1 | 01.03.2009 4 1,30 1 0 2 0 0
126 1 | 01.11.2007 1 2,20 3 0 2 0 0
127 2 | 01.11.2009 2 1,70 3 0 2 0 1
128 1 | 01.05.2010 2 1,33 2 0 2 0 0
129 2 | 01.06.2004 2 1,13 2 0 2 0 0
130 2 | 01.05.2009 3 2,40 2 1 2 0 0
131 2 | 01.12.2008 2 ,80 1 0 2 0 0
132 2 | 01.12.2006 6 1,10 1 0 2 0 0
133 2 | 01.11.2005 1 40 1 0 2 0 0
134 2 | 01.03.2006 1 2,35 2 0 2 0 1
135 2 | 01.01.2007 1 1,40 1 0 2 0 0
136 2 | 01.03.2008 2 8,00 2 0 1 0 1
137 2 | 01.08.2008 1 1,10 4 0 1 0 1
138 1 | 01.06.2010 2 4,05 2 1 2 0 0
139 1 | 01.06.2007 1 1,60 3 0 1 0 1
140 1 | 01.07.2006 7 5,10 2 0 2 0 1
141 1 | 01.03.2010 5 1,65 3 0 2 0 0
142 1 | 01.08.2006 4 5,00 2 0 2 0 1
143 1 | 01.11.2008 2 ,80 1 0 2 0 0
144 1 | 01.07.2006 1 3,20 2 0 2 0 1
145 1 | 01.11.2009 2 2,15 2 0 2 0 1
146 2 | 01.05.2010 2 1,20 1 0 2 0 0
147 2 | 01.09.2009 2 1,75 3 0 1 0 1
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148 2 | 01.12.2009 2 3,90 2 1 2 0 0
149 2 | 01.02.2008 2 ,82 1 0 2 0 0
150 1 | 01.02.2005 5 2,70 4 0 1 0 1
151 1 | 01.11.2007 2 2,12 3 0 1 0 1
152 2 | 01.04.2007 2 5,00 2 0 2 0 1
153 1 | 01.03.2007 4 1,60 1 0 2 0 1
154 2 | 01.12.2009 3 ,90 1 0 2 0 0
155 1 | 01.01.2006 6 ,65 1 1 2 0 0
156 2 | 01.09.2006 1 1,30 2 0 2 0 0
157 2 | 01.07.2006 1 ,60 1 0 2 0 0
158 1 | 01.05.2006 1 ,88 3 0 2 0 0
159 1 | 01.01.2008 1 1,20 1 0 2 0 0
160 2 | 01.12.2009 1 3,90 3 0 1 0 1
161 1 | 01.05.2007 2 3,00 2 0 2 0 0
162 1 | 01.08.2008 6 ,00 4 0 2 0 0
163 2 | 01.01.2006 1 ,56 3 0 2 0 1
164 1 | 01.01.2009 1 ,85 1 0 2 0 0
165 1 | 01.09.2007 1 1,30 1 0 2 0 0
166 1 | 01.03.2010 5 6,60 3 0 2 0 1
167 2 | 01.03.2007 2 1,30 3 0 2 0 0
168 2 | 01.05.2006 1 5,50 2 0 2 0 1
169 2 | 01.06.2006 1 ,96 1 1 2 0 0
170 2 | 01.10.2009 2 10,00 3 0 2 0 1
171 2 | 01.07.1988 6 1,68 3 1 2 0 0
172 2 | 01.08.2006 5 ,00 5 0 2 0 0
173 1 | 01.10.2009 1 1,10 3 0 2 0 1
174 1 | 01.03.2006 7 6,50 4 0 1 0 1
175 1 | 01.12.2009 7 3,10 2 0 2 0 0
176 2 | 01.02.2010 6 45 1 0 2 0 0
177 2 | 01.02.2006 6 ,00 4 0 2 0 0
178 2 | 01.10.2007 2 1,65 4 0 2 0 1
179 1 | 01.03.2009 1 3,52 2 0 2 0 1
180 1 | 01.06.2009 6 ,00 4 0 2 0 0
181 1 | 01.02.2006 1 1,20 2 0 2 0 0
182 1 | 01.07.2006 6 2,80 2 0 2 0 1
183 1 | 01.10.2006 3 1,10 1 1 2 0 0
184 2 | 01.04.2002 2 1,15 1 0 2 0 0
185 2 | 01.08.1997 2 1,35 3 0 2 0 0
186 2 | 01.06.2008 1 1,50 1 0 2 0 1
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187 2 | 01.05.2007 1 ,85 1 1 2 0 0
188 1 | 01.06.2007 4 3,20 2 0 2 0 0
189 2 | 01.02.2003 2 1,45 3 0 2 0 1
190 1 | 01.12.2009 2 ,80 1 0 2 0 0
191 2 | 01.09.2006 4 3,00 2 0 2 0 0
192 1 | 01.08.2007 7 1,10 1 1 2 0 0
193 2 | 01.09.2007 1 ,95 3 0 1 0 0
194 2 | 01.01.1999 6 ,00 3 0 2 0 0
195 1 | 01.09.2009 6 1,20 1 0 2 0 0
196 2 | 01.02.2009 2 2,50 3 0 2 0 1
197 2 | 01.06.2008 1 1,20 1 0 2 0 0
198 1 | 01.01.2007 1 ,65 1 0 2 0 0
199 1 | 01.06.2008 1 1,45 1 0 2 0 0
200 2 | 01.03.2010 4 12,00 2 0 2 0 0
201 1 | 01.04.2008 2 1,83 3 0 2 1 1
202 2 | 01.03.2006 1 4,50 2 0 2 0 1
203 1 | 01.05.2008 2 3,35 2 0 2 0 1
204 1 | 01.08.2008 1 1,20 1 0 2 0 0
205 2 | 01.10.2009 2 3,00 3 0 2 0 1
206 1 | 01.09.2007 2 3,80 3 0 1 0 1
207 1 | 01.02.2007 2 1,30 1 0 2 0 0
208 2 | 01.05.2004 7 2,30 2 0 2 0 1
209 1 | 01.05.2008 2 3,00 3 0 2 0 1
210 1 | 01.05.2010 2 ,90 1 0 2 0 0
211 1 | 01.05.2009 6 8,00 2 0 2 0 1
212 1 | 01.11.2007 1 1,70 3 0 2 0 1
213 2 | 01.06.2006 2 1,20 2 0 2 0 0
214 2 | 01.10.2008 2 8,00 3 0 2 0 1
215 2 | 01.08.2006 5 1,80 3 0 2 0 1
216 1 | 01.07.2006 2 5,00 4 0 1 1 0
217 1 | 01.07.2008 2 2,10 2 0 2 0 0
218 2 | 01.07.2009 1 2,00 1 0 2 0 1
219 2 | 01.05.2007 2 ,90 1 0 2 0 0
220 1 | 01.03.2010 6 2,40 3 0 2 0 1
221 2 | 01.06.2008 2 6,70 2 0 2 0 1
222 1 | 01.05.2006 1 ,88 3 0 1 0 0
223 1 | 01.06.2004 1 ,51 2 0 2 0 1
224 1 | 01.09.2007 2 4,00 2 1 2 0 1
225 2 | 01.12.2007 7 ,70 1 0 2 0 0
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226
227
228
229
230

2 | 01.10.1996 7 ,00 4 1 1 1 0
2 | 01.09.1992 7 ,00 4 1 1 1 1
2 | 01.08.2002 2 7,50 3 0 2 0 1
1 | 01.05.2009 2 4,50 2 0 2 0 1
1 | 01.06.2009 5 8,00 4 0 1 1 1

Tab. 15: Individuelle Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten

Sex = Geschlecht (1 = weiblich, 2 = mannlich)

ED = Zeitpunkt der Erstdiagnose

Typ = Melanomtyp (1 = SSM, 2 = NMM, 3 = LMM, 4 = ALM, 5 = UCM, 6 = AMM,

7 = andere, 8 = unbekannt)

TD = Tumordicke nach Breslow in mm

Stadium = Tumorstadium gemaf AJCC 2002 bei der Serumentnahme

AK = CD28-Autoantikdrper im Serum (0 = keine Antikorper, 1 = Antikdrper vorhanden)
Prog. = Progress nach Serumentnahme (1 = ja, 2 = nein)

Verst. = Verstorben wahrend des Beobachtungszeitraumes (1 = verstorben,

0 = nicht verstorben)

IFN = Interferontherapie erhalten (1 = ja, 0 = nein)
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