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1.1 Zusammenfassung

1.2 Summary

Prognostic significance of CD28 autoantibodies in patients with malignant melanoma under

therapy with ipilimumab

For an effective response, the two opponents CD28 and CTLA-4 on T cells are crucial. While
the CD28 receptor as a costimulatory receptor has the role as a catalyst during the immune
response, CTLA-4 has blocking effects and downregulates the immune response after

activation.

In previous studies, autoantibodies against CD28 were detected in patients with atopic
diathesis and in patients with autoimmune diseases. Immunomodulatory therapies with e.g.
interferon appear to induce the occurrence of autoantibodies against CD28. Studies including
patients with malignant melanoma showed a correlation between the occurrence of CD28

autoantibodies and interferon treatment.

It is thinkable that CD28 autoantibodies may act immunostimulating by activating T cells as
superagonists. On the other hand is also thinkable that these antibodies lead to
immunosuppression by preferential activation of regulatory T cells or by blocking the CD-28

receptor directly.

The occurrence and the relevance of CD28 autoantibodies in patients with malignant

melanoma under therapy with ipilimumab have not yet been examined.

Ipiimumab is approved for the treatment of patients with metastatic melanoma. The
substance modulates the immune system by blocking the CTLA-4 receptor and this indirectly

leads to a persistent immune stimulation.

The aim of the present study was to investigate the incidence and prevalence of CD28
autoantibodies in melanoma patients treated with ipilimumab and their possible effects on

progression-free and overall survival.

Seventeen of 19 patients included in this study died during the observation period. Eighteen
patients developed a progressive disease during or after treatment with Ipilimumab. In nine
patients (47.4 %) CD28 autoantibodies were detected in serum samples conected under
therapy. Eight patients (44.1 %) developed a seroconversion during the therapy with
Ipilimumab. In one patient (5.3 %) CD28-autoantibodies were detected prior to therapy with

ipilimumab. The titer of CD28 autoantibodies showed a correlation between therapy with



Ipilimumab and the occurrence of CD28 autoantibodies, as therapy with ipilimumab appears

to induce the production of CD28 autoantibodies.

The median progression-free survival of stage IV patients was 85 days for patients with
CD28 autoantibodies and 69 days for patients with no CD28 autoantibodies. On average, the
stage IV patients without CD28 autoantibodies showed no progression for 114 days, while
patients with CD28 antibodies had no progression of disease for 67 days. The differences

were not statistically significant.

The median overall survival of stage IV patients was 183 days for patients without CD28
antibodies, compared to 216 days for patients with CD28 abs. The median overall survival of
patients with stage IV disease was 231 days for patients with CD28-autoantibodies
compared to 183 days for patients without CD28-autoantibodies. The differences were not

statistically significant.

The present study could show that the presence of CD28 autoantibodies on its own

represents no prognostic factor.

In the meantime, other experimental investigations that were not part of this study, identified
not yet a characterised serum component, that was able to trump the inhibitory effect of

CD28 abs on T cells in vitro.



1.3 Zusammenfassung

Prognostische Bedeutung von CD28-AutoantikOrpern bei Patienten mit malignem

Melanom unter Therapie mit Ipilimumab

Fir eine funktionierende Immunantwort sind die beiden Gegenspieler CD28 und CTLA-4 von
entscheidender Bedeutung. Wahrend dem CD28-Rezeptor als costimulatorischem Rezeptor
die Rolle eines Katalysators wahrend der Immunantwort zukommt, hat CTLA-4 blockierende

Wirkungen und regelt die Imnmunantwort nach Aktivierung wieder herab.

Autoantikdrper gegen CD28 konnten zuvor bei Patienten mit atopischer Diathese und bei
Patienten mit Autoimmunerkrankungen nachgewiesen werden. Immunmodulierende
Therapien, z.B. mit Interferonen scheinen das Auftreten von Autoantikorpern, u.a. gegeniber
CD28, zu induzieren. Untersuchungen an Patienten mit malignem Melanom konnten einen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von CD28-Autoantikérpern und einer

Interferonbehandlung nachweisen.

Es ist mdglich, dass CD28-Autoantikdrper immunstimulierend wirken, indem sie als
Superagonisten T-Zellen direkt ohne weitere Signale aktivieren. Andererseits ist ebenfalls
denkbar, dass diese Antikdrper immunsuppressiv wirken, indem sie z. B. préaferentiell die

Aktivierung regulatorischer T-Zellen férdern oder aber den CD-28-Rezeptor direkt blockieren.

Das Vorkommen und die Bedeutung von CD28-Autoantikdrpern bei Patienten mit malignem

Melanom unter einer Therapie mit Ipilimumab sind bislang noch nicht untersucht worden.

Ipilimumab ist zur Behandlung von Patienten mit metastasiertem Melanom zugelassen. Die
Substanz greift in das Immungeschehen ein, indem sie den CTLA-4-Rezeptor auf T-Zellen

blockiert und damit indirekt eine fortbestehende Immunstimulation erlaubt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Inzidenz und die Prévalenz von CD28-
Autoantikdrpern bei Melanompatienten unter Therapie mit Ipilimumab und deren mogliche

Auswirkungen auf das progressionsfreie und das Gesamtiiberleben zu untersuchen.

Von 19 in dieser Studie eingeschlossenen Patienten verstarben 17 wahrend des
Beobachtungszeitraumes. Bei 18 Patienten konnte eine Krankheitsprogression wahrend
oder nach der Ipilimumabbehandlung nachgewiesen werden. Bei neun Patienten (47,4 %)
konnten CD28-Autoantikérper im Serum nachgewiesen werden. Acht Patienten (44,1 %)
wiesen im Verlauf der Ipilimumabtherapie eine Serokonversion auf. Ein Patient (5,3 %) war
bereits vor Therapiebeginn CD28-positiv. Die Titerverlaufe der CD28-Autoantikdrper zeigten

einen Zusammenhang zwischen der Ipilimumabtherapie und dem Auftreten der CD28-



Autoantikérper. Die Ipilimumabtherapie scheint die Produktion der CD28-Autoantikérper zu

induzieren.

Der Median des progressionsfreien Uberlebens im Stadium IV der Tumorerkrankung betrug
fur Patienten mit CD28-Autoantikdrpern 69 Tage, fur Patienten ohne nachweisbare CD28-
Autoantikérper 85 Tage. Im Mittel waren Patienten im Stadium IV ohne CD28-Autoantikdrper
114 Tage progressionsfrei, wahrend es bei den Patienten mit positivem Antikérpernachweis

67 Tage waren. Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

Der Median des Gesamtiberlebens der Patienten im Stadium IV betrug 183 Tage fir
Patienten ohne Antikdrpernachweis im Serum, im Vergleich zu 216 Tagen bei Patienten mit
Antikérpernachweis. Das mittlere Gesamtiberleben der Patienten im Stadium IV betrug 183
Tage fur CD28-negative Patienten verglichen mit 231 Tagen fur CD28-positive Patienten.

Die Unterschiede waren statistisch ebenfalls nicht signifikant.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Vorhandensein von CD28-Autoantikbrpern alleine

genommen keinen prognostischen Faktor darstellt.

Zwischenzeitlich konnten andere experimentelle Untersuchungen, die nicht Gegenstand
dieser Arbeit waren, zeigen, dass im Serum von Melanompatienten mit und ohne CD28-
Autoantikbrper eine weitere Komponente vorhanden sein kann, die in vitro den

inhibitorischen Effekt der CD28-Autoantikorper auf T-Zellen antagonisiert.



2 Einleitung

2.1 Epidemiologie und Pathogenese des malignen Melanoms

Das maligne Melanom (schwarzer Hautkrebs) ist eine bosartige Neoplasie mit Ursprung in
den Melanozyten, welche in der Basalzellschicht der Haut lokalisiert sind und das dunkle
Hautpigment Melanin bilden. Die Melanozyten entstammen der Neuralleiste und wandern
wahrend der Embryonalentwickung in die Haut ein (Shain & Bastian, 2016) (Dupin & Le
Douarin, 2003). Auf 1 mm? menschlicher Epidermis befinden sich schatzungsweise 1500
Melanozyten (Shain & Bastian, 2016). Jeder Melanozyt ist mit durchschnittlich 36
Keratozyten verbunden, welche das Melanin in Form von Melanosomen von den
Melanozyten erhalten (Shain & Bastian, 2016). Das Melanin dient den Keratinozyten als
Schutz vor dem schadigenden Einfluss des UV-Lichts (Hsu, Meier, & Herlyn, 2002).
Melanome sind meist kutane Melanome, in seltenen Fallen konnen diese auch auf
Schleimhauten, der Bindehaut und der Aderhaut des Auges sowie den Hirnhauten lokalisiert
sein und besitzen, abhangig von der Tumordicke, eine sehr hohe Metastasierungstendenz
(Shain & Bastian, 2016) (Volkenandt, 2005).

Die Inzidenz des schwarzen Hautkrebses steigt seit Jahrzehnten stetig an (Leiter, Eigentler,
& Garbe, 2014) (Kaatch, 2012). Dies wird auf eine erhdhte Sonnenexposition aufgrund
veranderter Freizeitaktivitaten und einer Zunahme der UV-Konzentration in der Atmosphare
zurlickgefihrt (Kaatch, 2012). Im Saarland stieg die Anzahl der neudiagnostizierten
Melanome zwischen 1970 und 2009 von drei auf 22 Falle bei den Mannern und bei den
Frauen von drei auf 20 Falle pro 100 000 Einwohner und Jahr (Krebsregister, Saarland,
2016) (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013). Die hdchsten Inzidenzraten in Europa werden in
den skandinavischen Landern beobachtet, wohingegen die niedrigsten Raten in den
Mittelmeerlandern zu beobachten sind. Weltweit ist die Melanominzidenz in Australien und
Neuseeland am hdchsten. In Queensland, Australien wurden 50-60 Falle pro 100 000
Einwohner und Jahr beobachtet (Kaatch, 2012) (Garbe & Leiter, Melanoma epidemiology
and trends., 2009) (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013).

Melanome werden haufiger bei hellhautigen Patienten mit Hauttyp | und Il nach Fitzpatrick
gefunden (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013) (Garbe & Leiter, Melanoma epidemiology and
trends., 2009).

AulRerdem steigt die Melanomhaufigkeit bei Kaukasiern mit der abnehmenden Nahe ihres
Wohnsitzes zum Aquator an (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013) (Garbe & Leiter, Melanoma
epidemiology and trends., 2009).



Ein weiterer wichtiger Risikofaktor ist zudem die Anzahl der Navi am gesamten Integument,
wobei fir folgende Gruppen ein erhohtes Risiko gilt: Personen mit multiplen melanozytaren
Navi, mit Atypischem Néavussyndrom, mit mehr als finf atypischen melanozytaren Navi und
einem Melanom in der Familiengeschichte bzw. einem Melanom in der eigenen
Vorgeschichte (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013) (Garbe & Leiter, Melanoma epidemiology
and trends., 2009).

Die erhohte UV-Exposition gilt als wichtigster Risikofaktor und hierbei insbesondere
Sonnenbrande in der Kindheit (Lens & Dawes, 2003). Die kumulative UV-Dosis scheint
weniger schéadlich, als die intermittierend hohe UV-Dosis, die auf anfangs ungebraunter Haut
rasch zu einem Sonnenbrand fihren kann. Korperregionen mit hoher kumulativer UV-
Exposition (Gesicht, Handriicken) weisen sehr viel seltener Melanome auf, im Vergleich zum
Stamm, der durch die Kleidung vor hoher kumulativer UV-Exposition geschiitzt ist,
gleichzeitig aber durch ein gelegentliches Sonnenbad und dem nachfolgend entstehenden
Sonnenbrand einer hohen intermittierenden UV-Belastung ausgesetzt ist (Volkenandt, 2005)
(Garbe & Leiter, Melanoma epidemiology and trends., 2009) (Shain & Bastian, 2016).

Shain und Bastian unterscheiden zwei Subtypen von Melanomen (Shain & Bastian, 2016).
Zum einen gibt es die Melanome, die auf chronisch sonnengeschadigter Haut entstehen.
Diese Melanome besitzen eine hohe Anzahl an Mutationsraten, treten im hoheren
Lebensalter auf (nach dem 55. Lebensjahr) und bestehen typischerweise an
Kdrperlokalisationen, die einer erhdohten Sonnenexposition ausgesetzt sind. Sie sind mit
Mutationen im NRAS-, NF-1 und BRAF Non V600E-Gen assoziiert. Zum Anderen gibt es die
Melanome, die auf nicht-sonnengeschadigter Haut entstehen. Diese entstehen
typischerweise im jlingeren Lebensalter, haben eine vergleichsweise geringere
Mutationsrate und bestehen an Korperregionen, die einer geringeren Sonnenexposition
ausgesetzt sind (Shain & Bastian, 2016). Sie weisen gehauft eine Mutation im BRAF V600E-

Gen auf.

Die Melanompathogenese aus NAavi gliedert sich nach Clark in finf Entwicklungsschritte
(Clark W. H., 1991). Am Anfang der Melanompathogenese steht nach Shain und Bastian der
dysplastische Navus, dieser kann sich spontan, de novo, entwickeln oder aus
vorbestehenden gutartigen Melanomzytenproliferationen entstehen. Ein dysplastischer
Néavus ist histologisch durch eine Lymphozyteninfiltration in die Dermis gekennzeichnet
(Shain & Bastian, 2016).

Ein Melanoma in situ bezeichnet eine Proliferation von Melanozyten, die sich durch ein
unregelmafiges Wachstum auszeichnen, welches auf die Epidermis begrenzt ist. Melanoma

in situ gelten als Vorlaufer fir Melanome auf nicht-sonnengeschadigter Haut und Melanome



auf sonnengeschadigter Haut. Die Lentigo maligha ist ein Melanoma in situ, ein Vorlaufer
des Lentigo maligna Melanoms, welches typischerweise de novo entsteht und dessen
Ursprungszellen bisher nicht bekannt waren. Proliferiert das Melanoma in situ weiterhin und
verlassen die Melanomzellen die Epidermis und infiltrieren Dermis, Submukosa oder andere
Schichten, spricht man von einem invasiven Melanom. Ein Melanoma in situ kann Jahre
bestehen ohne in ein invasives Melanom uberzugehen. Dies impliziert, dass andere
genetische Faktoren vorhanden sein missen, die dessen Wachstum und weitere
Ausbreitung fordern (Shain & Bastian, 2016).

Die meisten invasiven Melanome gehen aus einem Melanoma in situ hervor. Eine Ausnahme
bildet das noduldre Melanom. Dieses entsteht sporadisch ohne ersichtlichen Vorlaufer und
kann sich sowohl auf chronisch sonnengeschadigter Haut als auch auf nicht-chronisch-
sonnengeschadigter Haut entwickeln. Das Risiko zur Metastasierung korreliert mit der
Tumordicke (Balch, et al., 2009). Bei etwa 70 % der Patienten kommt es im Falle einer
Metastasierung zum Befall der regiondren Lymphknoten (Volkenandt, 2005). Erste
Anzeichen der Metastasierung sind ein schmerzloser und harter Lymphknoten bzw. im
weiteren Verlauf mehrere schmerzlose und harte Lymphknoten, die konfluieren kénnen. In
diesem Verbund kommt es zu ersten Hautaufféalligkeiten. Die Haut kann durch nekrotischen
Zerfall ulzerieren. Die Hautmetastasierung erfolgt lymphogen zunachst in die umgebende
Haut des Primartumors: Satellitenmetastasen sind bis zu 2 cm vom Primartumor entfernt. In-
Transit-Metastasen sind dadurch charakterisiert, dass sie zwischen Primartumor und
regionaren Lymphknoten lokalisiert sind. Im Rahmen der hdmatogenen Fernmetastasierung
kann eine disseminierte Hautmetastasierung auftreten. Die hamatogene Fernmetastasierung
betrifft neben der Haut vor allem die Organe: Leber, Lunge, Gehirn und Knochen, kann aber
auch jedes andere Organ betreffen (Shain & Bastian, 2016) (Volkenandt, 2005).

Schatzungsweise vier Prozent aller Melanome treten als Metastasen ohne erkennbaren
Primarius in Erscheinung. Diese melanoma of unknown primary (MUP) besitzen eine hohe
Mutationsrate, was darauf schlieRen lasst, dass der Primarius seinen Ursprung in einer
Kdrperregion mit hoher UV-Exposition hat. Einige der Primarien haben sich spontan

zurickgebildet oder konnten nicht nachgewiesen werden (Shain & Bastian, 2016).

Nach Shain und Bastian gehen die Melanome auf nicht-sonnengeschéadigter Haut aus
gewdhnlichen Naevi hervor, die fir gewohnlich langsam proliferieren und sich in seltenen
Fallen durch sekundare oder teritiare Mutationen nach o. g. Entwicklung zu einem Melanom
entwickeln (Shain & Bastian, 2016). Im Gegensatz hierzu stehen die Melanome auf
sonnengeschéadigter Haut, die mit Mutationen im NRAS- NF-1 oder BRAF-Non-V600E - Gen

assoziiert sind und die aus einem Melanoma in situ hervorgehen (Shain & Bastian, 2016).



2.2 Melanomtypen

Klinisch und histologisch werden verschiedene Typen des malignen Melanoms
unterschieden. Die Haufigkeitsverteilung der Melanome ist in Abbildung 1 dargestellt. Mehr
als die Halfte aller Melanome treten als superfiziell spreitendes Melanom (SSM) auf, welches
durch unregelméfige Begrenzung, ein asymmetrisches Erscheinungsbild und
Farbschattierungen gekennzeichnet ist. Das anfangs horizontale Wachstumsverhalten
andert sich zunehmend in ein vertikales Wachstumsverhalten, wodurch ein sekundéar

knotiges superfiziell spreitendes Melanom entstehen kann (Volkenandt, 2005).

Abbildung 1:

Melanomtypen

MW SSM 57,4%
HNM 21,4%

B LMM 8,8%
HALM 4,0%
HUCM3,5%

m Sonstige 4,9%

Abbildung 1: Haufigkeitsverteilung der Melanome in Anlehnung an (Garbe C. , Epidemiologie des
Hautkrebses, 1998)

Der zweithaufigste Melanomtyp, das nodulare Melanom (NMM), ist durch anféanglich sehr
kurzes horizontales Wachstum charakterisiert, welches in ein vertikales Wachstumsmuster

Ubergeht und einen farblich recht homogenen Knoten hervorbringt (Volkenandt, 2005).

Das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) entwickelt sich aus der Lentigo maligna, einem
Carcinoma in situ, welches bei Uberschreiten der Basalmembran in das invasive Lentigo-

maligna-Melanom Ubergeht. Dieser Subtyp des Melanoms entwickelt sich auf chronisch



sonnengeschadigter Haut und ist meist bereits seit Jahren Uberwiegend als Lentigo maligna
im Gesichtsbereich vorbestehend (Shain & Bastian, 2016). Das Lentigo-maligna-Melanom
macht etwa 8,8 % aller malignen Melanome aus (Volkenandt, 2005).

An den Handen und FiRRen manifestiert sich das akrolentigindse Melanom (ALM), welches
sich aus einer akralen, lentigo-artigen L&sion entwickelt und nach einem vertikalen
Wachstumsmuster in einen Tumor Ubergeht, der meist die typischen braunlich bis schwarzen
Farbschattierungen aufweist und eine hohe Ulzerations- bzw. Blutungsneigung besitzt
(Volkenandt, 2005).

Des Weiteren gibt es noch einige seltene Varianten des Melanoms, die weniger als 5 % aller
Melanome ausmachen: das desmoplastische Melanom, das Schleimhautmelanom, das an
der Mundschleimhaut, im Nasopharynx, Gastrointestinaltrakt oder im Genitalbereich
lokalisiert sein kann, das Bindehautmelanom, das Aderhautmelanom, der haufigste
intraokulare Tumor beim Erwachsenen und das Melanom mit unbekanntem Priméartumor
(Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014) (Garbe, et al., 2012) (Volkenandt, 2005).



2.3 Stadieneinteilung des Melanoms

Die aktuell gliltige Klassifizierung und Stadieneinteilung des malignen Melanoms basiert auf
der Empfehlung des American Joint Committe on Cancer (AJCC) aus dem Jahre 2009
(Balch, et al., 2009). Das maligne Melanom wird anhand der Tumordicke nach Breslow (T),
Vorhandensein und Anzahl der befallenen regionaren Lymphknoten (N) und dem
Vorhandensein einer Fernmetastasierung (M) in verschiedene Stadien eingeteilt. Eine
Ubersicht iber die TNM-Klassifikation zeigen Tabelle 1, Tabelle 2 und Tabelle 3. Fiir den
Primartumor flie3en auch Angaben Uber Ulzeration, das Vorhandensein von Mitosen oder

Regressionszeichen ein.

Im Falle von Lymphnotenmetastasen wird zwischen Makrometasen und Mikrometastasen
unterschieden. Makrometastasen sind klinisch detektierbar. Mikrometastasen sind klinisch
nicht-nachweisbare Lymphknotenmetastasen, die z.B. durch die Sentinel-Node-Biopsie
histologisch nachgewiesen werden kdnnen (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014).

Bei vorhandenen Fernmetastasen wird in drei Untergruppen, in Abhéngigkeit von der
Lokalisation der Metastasen und der Hohe des Lactatdehydrogenase(LDH)-Spiegels im
Serum unterteilt (Balch, et al., 2009).

Die Stadieneinteilung ist in Tabelle 4 dargestellt und ist Grundlage fir das weitere
Therapievorgehen, die Strukturierung der Nachsorge und die Prognose des Patienten, die
durch eine 5-Jahresliberlebensrate oder 10-Jahresiiberlebensrate angegeben werden kann.
Die Einteilung erfolgte aufgrund von Daten aus einer prospektiven Studie mit etwa 38 000
Melanompatienten in den Stadien I-IV und wird auch vom International Union against Cancer
Commitee (UICC) anerkannt (Balch, et al., 2009).Verglichen mit den friheren
Klassifikationen wird seit 2009 bei Primartumoren von unter 1mm Dicke auch die Mitoserate

pro mmz bericksichtigt (Balch, et al., 2009).



Tabelle 1:

T-Klassifikation | Tumordicke in mm | Ulzerationen/ Mitoserate
Tis Melanoma in situ
T1 <1 A: Mit Ulzeration oder Mitosen < 1/ mm?
B: Keine Ulzeration oder Mitosen > 1/ mm?
T2 1,01-2,00 A: Mit Ulzeration
B: Keine Ulzeration
T3 2,01-4,00 A: Mit Ulzeration
B: Keine Ulzeration
T4 >4 A: Mit Ulzeration
B: Keine Ulzeration

Tabelle 1:T-Klassifikation maligner Melanome (in Anlehnung an Balch et al., 2009)

Tabelle 2:

N-Klassifikation

Anzahl der befallenen Lymphknoten

Ausmald der

Lymphknotenmetastasierung

N O

Keine

Lymphknotenmetastasierung

N1

A: Mikrometastasen

B: Makrometastasen

N 2

2-3

A: Mikrometastasen
B: Makrometastasen
C: Satellitenmetasten/ In-
Transit-Metastasen ohne

Lymphknotenmetasen

N3

> 4 oder verbackene Lymphknoten oder
Satelliten oder In-Transit-Metastasen mit

regionarer Lymhknotenbeteiligung

Tabelle 2: N-Klassifikation aus (Balch et al., 2009) und (Pflugfelder, Koch & Blum, 2013)




Tabelle 3:

M- Klassifikation | Art der Fernmetastasierung LDH im Serum
MO Keine Fernmetastasen normal
M1a Metastasen in angrenzender Haut, Subkutis oder normal
aul3erhalb der regiondren Lymphknoten
M1lb Lungenmetastasen normal
M1lc Fernmetastasen anderer Lokalisation/ Fernmeta- normal
stasen jeder Lokalisation mit erhéhten LDH- Werten | erhdht

Tabelle 3: M-Klassifikation maligner Melanome (in Anlehnung an Balch et al., 2009)

Tabelle 4:
Stadium Primartumor pT Regionale Fernmetastasen M
Lymphknotenmetastasen
N
0 Tis NO MO
1A Tla NO MO
Tlb NO MO
IB Tlb NO MO
T2a NO MO
A T2b NO MO
T3a NO MO
11B T3b NO MO
T4a NO MO
Ic T4b NO MO
A Tla-T4b Nla, N2a MO
1B Tla-T4a N1b, N2b MO
T4a/ T4b N2c MO
nc Tla-T4b N1b MO
Jedes T N2b MO
\% Jedes T Jedes N M1

Tabelle 4: Stadieneinteilung des malignen Melanom (in Anlehnung an Balch et al., 2009)




2.4 Diagnostik des malignen Melanoms

Melanome fallen durch Wachstum, veranderte Form oder Farbe oder durch Juckreiz und
Blutungen auf. Als Differentialdiagnosen kommen vorwiegend andere pigmentierte Tumoren
in Frage. Vom Melanom abzugrenzen sind andere benigne und maligne Tumoren:
Pigmentiertes Basalzellkarzinom, pigmentierte Verruca seborrhoica, pigmentiertes
Hidrozystom und pigmentierte aktinische Keratosen, vaskuldre Tumoren wie Granuloma

pyogenicum und Kaposi-Sarkom oder ein pigmentiertes Dermatofibrom (Volkenandt, 2005).

Verdéachtige Hautlasionen kénnen klinisch und auch mithilfe des Dermatoskops beurteilt
werden. Die Dermatoskopie ist ein sensitives, aber nicht-spezifisches, nicht-invasives
Diagnoseverfahren um Hautldsionen durch VergréRerung besser beurteilen zu kénnen.
Durch das Auftragen einer Flissigkeit zwischen dem Dermatoskop und der Haut wird die
Reflexion vermindert, die auftritt, wenn das Licht auf die Epidermis fallt. Dadurch werden
tiefere Schichten der Haut sichtbar, die mit dem bloRen Auge, wie bei einer klinischen
Inspektion, nicht erkennbar waren (Blum, 2016) (Bowling, et al., 2007) (Pflugfelder, Koch, &
Blum, 2013).

Das Exzisat bzw. Biopsat eines malignen Melanoms wird histopathologisch anhand der
Tumordicke nach Breslow, dem Vorhandensein von Ulzeration und bei dinnen
Primartumoren von unter 1 mm Dicke anhand der Mitoserate beurteilt (Balch, et al., 2009).
Die Mitoserate korreliert bei geringen Tumordicken mit der Uberlebenszeit und besitzt bei
dinnen Primartumoren die starkste prognostischste Aussagekraft (Azzola MF, 2002) (Balch,
et al., 2009). Die Tumordicke nach Breslow ist der wichtigste prognostische Faktor, hierbei
werden vier Kategorien unterschieden: Tumordicken von < 1 mm; zwischen 1,01- 2mm;
2,01- 4mm und > 4mm (Balch, Wilkerson, J. A., Soong, Ingalls, & Maddox, 1980) (Balch, et
al., 2009).

Im Rahmen des Stagings eines Primartumors wird eine Lymphknotensonographie ab
Tumorstadium IB empfohlen (Bafounta, Beauchet, Aegerter, & Saiag, 2004) und eine
Sentinellymphknotenbiopsie ab einer Tumordicke von 1 mm durchgefiihrt (Kunte, et al.,
2010) (Mays, et al., 2010).

Zur genauen Diagnostik bei lokoregionaler Metastasierung werden ein Schadel-MRT zum
Ausschluss von Hirnmetastasen (Fogarty & Tartaglia, 2006) und schnittbildgebende
Diagnostik, oder ggf. ein PET-CT zum Nachweis mdglicher nichtzerebraler Metastasen
(Xing, et al.,, 2011) eingesetzt. Zusatzlich zur Bestimmung des S100B-Wertes im Serum
kann der LDH-Wert im Serum bestimmt werden (Nowecki, Rutkowski, Kulik, Siedlecki, &
Ruka, 2008).



Im Dbereits metastasierten Stadium des Melanoms wird oft zusétzlich eine
Skelettszintigraphie zur Detektion mdglicher Knochenmetastasen veranlasst (Pflugfelder,
Koch, & Blum, 2013).

2.5 Therapie des malignen Melanoms

Die nachfolgend benannten Therapieempfehlungen beziehen sich auf die zum Zeitpunkt der
Erstellung der Doktorarbeit gultige S3-Leitlinie ,Diagnosis, Therapy and Follow-up of
Melanoma“ (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013).

Melanomverdachtige Hautlasionen werden in der Regel vollstandig entfernt und in
Abh&ngigkeit von der Tumordicke nach Breslow mit einem Sicherheitsabstand zum
Tumorrand exzidiert, der bei in situ Melanomen 0,5 cm, Melanomen von < 2mm Tumordicke
1 cm bzw. bei einer Melanomdicke von > 2 mm 2 cm betragt und drtliche Rezidive des
Tumors verhindern soll (Garbe, Eigentler, Keilholz, Hauschild, & Kirkwood, 2011) .

Bei vorhandenem Resttumor (R1/ R2-Situation) nach einer Exzision sollte nach Méglichkeit
eine Nachresektion stattfinden, um eine RO-Resektion zu ermdglichen. Die postoperative
adjuvante Radiotherapie kann bei haufig lokal rezidivierenden Melanomen, wie dem
desmoplastischen Melanom oder bei Melanomen mit knappen Schnittrandern das lokale
Tumorwachstum verhindern (Foote, Burmeister, Burmeister, Bayley, & Smithers, 2008). Eine
adjuvante Radiotherapie sollte postoperativ bei Nachweis von mehr als drei befallenen
Lymphknoten, Kapseldurchbruch der Metastase oder einer Lymphknotenmetastase< 3 cm
erfolgen (Burmeister, et al., 2012). Von einer prophylaktischen Entfernung im Sinne einer
elektiven Dissektion der regionaren Lymphknoten wird abgeraten. Diese zeigt fur den

Patienten keinen Prognosevorteil und birgt potentielle Nebenwirkungen (Volkenandt, 2005).

Eine adjuvante Therapie mit Interferon a kann bei tumorfreien Melanompatienten ohne
Lymphknoten- oder Fernmetastasen indiziert sein (Eggermont, et al.,, 2009) (Mocellin,
Pasquali, Rossi, & Nitti, 2010). So zeigte eine Studie von Grob et al., dass Patienten, bei
denen noch keine Lymphknotenmetastasen nachweisbar waren, von einer Low-dose-
Interferon-Behandlung Uber 18 Monate profitieren (Grob, et al., 1998). Die Studien von
Mocellin et al. konnten eine Verbesserung des rezidivfreien Uberlebens als auch des
Gesamtuberlebens bei Melanompatienten mit Interferonbehandlung nachweisen (Mocellin,
Lens, Pasquali, & Chiarion Sileni, 2013).

Bei lokalisierten solitaren Fernmetastasen ist deren komplette operative Exzision, sofern eine
RO-Resektion moglich ist, die Therapie der Wahl. Die komplette Resektion von isolierten

Metastasen kann ein Langzeitiiberleben ermdéglichen (Hanaizi, et al., 2011).



Bei multilokularen und nicht resezierbaren Metastasen kann unter palliativen
Gesichtspunkten eine Monochemotherapie mit Dacarbazin, alternativ auch mit Temozolamid
verabreicht werden. Temozolid wird wegen der guten Liquorgéngigkeit vorzugsweise bei
Hirnmetastasen verabreicht (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014). Zu den
Polychemotherapieschemata gehéren folgende Kombinationen aus folgenden Substanzen:
DVP (Dacarbazin, Vindesin, Cisplatin), BOLD (Bleomycin, Vincristin/Oncovin, Lomustin,
Dacarbazin) und BHD (BCNU, Hydroxyurea, Dacarbazin). Bei Patienten mit rascher
Tumorprogression sprechen diese besser als Monotherapien an, gleichzeitig weisen sie aber
eine hohere Toxizitat auf und verbessern die Uberlebenszeit in der Regel nicht, so dass sie
mittlerweile auch im Hinblick auf andere Therapieoptionen im nicht-operablen Stadium

deutlich seltener zum Einsatz kommen (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014).

Ossédare Metastasen werden mit Bisphosphonaten oder dem RANK-Ligand-Inhibitor
Denosumab und bei klinischer Symptomatik wie beispielsweise Instabilitat mit maoglicher
Frakturgefahr und starken Schmerzen mit Strahlentherapie behandelt (Pflugfelder, Koch, &
Blum, 2013) (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014).

Im Stadium der Fernmetastasierung kommt die Strahlentherapie bei Weichteil-,
Lymphknoten- und Knochenmetastasen zum Einsatz. In Studien konnte bislang keine
Auswirkung auf das Gesamtiberleben der Melanompatienten nachgewiesen werden
(Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013). Hirnmetastasen gelten als die haufigste Todesursache bei
Patienten im fernmetastasiertem Stadium. Diese kénnen sich durch Hirndruckzeichen oder
Krampfanfélle &uf3ern und haben dadurch deutlichen Einfluss auf die Lebensqualitat des
Patienten. Bei einer begrenzten Anzahl von Hirnmetastasen ist die Therapie der Wahl deren
operative Entfernung bzw. deren stereotaktische Einzeitbestrahlung, die mit einer geringeren
Toxizitét verbunden ist als die Ganzhirnradioatio. Bei multiplen Hirnmetastasen oder
Meningeosis melanomatosa ist eine Ganzhirnbestrahlung indiziert. Bei Anzeichen auf eine
Verlegung im Ventrikelabflusssystem durch Metastasen, ist eine operative Entfernung
indiziert, um einen Liguoraufstau und damit verbundene raumfordernde Auswirkungen und
die resultierende Erh6hung des Hirndrucks zu verhindern (Heinzerling, Hartmann, Hund, &
Schuler, 2014) (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013).

Zielgerichtete Therapien mit Substanzen, die mutierte Gene des RAS-RAF-MEK-ERK-
Signaltransduktionsweges adressieren, sind mittlerweile alleine oder in Kombination zur
Behandlung metastasierter Melanome zugelassen (Chapman, Hauschild, & Robert, 2011)
(Hauschild, et al., 2012) (Long, et al., 2015) (Robert, et al., 2015) (Larkin, et al., 2014).



Bei etwa 50 % aller Melanome kann eine Mutation im BRAF-Gen nachgewiesen werden,
wobei in den meisten Fallen die Aminosdure Valin durch Glutamat ersetzt wurde (sog.
V600E-Mutation) (Davies, et al.,, 2002). BRAF-Mutationen kommen hauptsachlich bei
Melanomen an nicht chronisch sonnenexponierter Haut vor. Das veranderte BRAF-Molekdil
aktiviert den RAS/RAF/MEK/ERK-Pathway und fordert damit eine Proliferation der
Tumorzellen (Davies, et al., 2002). Die BRAF V600E sensitiven Mutationen sprechen sehr
gut auf die BRAF V600E-Kinase-Inhibitoren Vemurafenib oder Dabrafenib an (Chapman,
Hauschild, & Robert, 2011) (Hauschild, et al., 2012). Eine Kontraindikation fiir diese Therapie
besteht bei Patienten mit BRAF-Wildtyp oder NRAS-Mutation (Goel, Lazar, Warneke,
Redston, & Haluska, 2006) (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014) (Chapman,
Hauschild, & Robert, 2011). Da im Therapieverlauf trotz guter Ansprechrate Resistenzen
auftreten, werden diese Substanzen meist zusammen mit MEK-Inhibitoren, wie zum Beispiel
Trametinib oder Cobimetinib, gegeben (Larkin, et al., 2014) (Robert, et al., 2015). Hierdurch
reduziert sich auch die Toxizitat, die in der Kombination in der Regel geringer ist als unter
Monotherapie. MEK1 und MEK 2 sind Tyrosin-/Threoninkinasen, und wie das BRAF-Molekdl
Teil des RAS/RAF/MEK/ERK-Pathways, deren Aktivierung zu einer Tumorzellproliferation
fuhren kann (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014). Long et al. verglich in einer
grol3en doppelblinden Studie die Wirksamkeit von Dabrafenib und Trametinib mit der von
Dabrafenib und einem Placebo. Hier zeigte sich sowohl eine verbesserte progressionsfreie
Uberlebenszeit als auch eine verbesserte Gesamtiiberlebenszeit fur die Patientengruppe, die
mit Dabrafenib und Tramefinib behandelt wurde, im Gegensatz zur Patientengruppe, die nur

Dabrafenib verabreicht bekam (Long, et al., 2015).

Die seltene c-KIT-Mutation findet sich vorwiegend bei Patienten mit akrolentigindsen
Melanomen oder Schleimhautmelanomen. Der c-KIT-Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib erzielte
bisher bei c-KIT mutierten metastasierten Melanomen eine Ansprechrate von bis zu 23 %,
weshalb ein Therapieversuch mit Imatinib bei inoperablen oder Fernmetastasen eines c-KIT-
mutierten Melanoms empfohlen werden kann (Pflugfelder, Koch, & Blum, 2013) (Heinzerling,
Hartmann, Hund, & Schuler, 2014) (Guo, et al., 2011).

Im Stadium der Fernmetastasierung kommen als zugelassene Immuntherapeutika der
CTLA-4-Antikorper Ipilimumab, sowie die Programmed-cell-death-1 (PD-1)-Blocker
Nivolumab und Pembrolizumab in Betracht, die sog. Checkpoint-Inhibitoren darstellen
(Robert, et al., 2015) (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014). Programmed-cell-
death-1-Ligand (PDL-1) befindet sich auf Tumorzellen, wahrend sich das Programmed-cell-
death-protein-1 (PD1) auf B-und T-Zellen befindet. Die Bindung von PD1 mit PD-1-Ligand
bewirkt eine Herabregulierung oder Deaktivierung der T-Zellen. Die PD-1-Blocker inhibieren

die Interaktion von PD-1 und PD-1-Ligand und filhren somit indirekt zur Aktivierung von T-



Lymphozyten. Die Studie von Larkin et al. konnte die Wirksamkeit von Nivolumab, einem
Anti-PD-1 monoklonalem Antikorper bei Melanompatienten mit BRAF-Wildtyp nachweisen
(Larkin, et al., 2015) und zeigte auRerdem ein verlangertes progressionsfreies Uberleben bei
einer alleinigen Behandlung mit Nivolumab bzw. einer Kombinationsbehandlung von
Ipilimumab und Nivolumab im Vergleich mit einer Monotherapie mit Ipilimumab (Larkin J. , et
al., 2015). Eine Studie von Robert et al. untersuchte die Wirkung der beiden
Checkpointinhibitoren Pembrolizumab und Ipilimumab in Bezug auf die progressionsfreie
Uberlebenszeit und das Gesamtiiberleben bei Melanompatienten im Stadium 1l und IV.
Pembrolizumab war Ipilimumab in beiden Endpunkten Uberlegen und hatte eine niedrigere
Nebenwirkungsrate als Ipilimumab. So traten bei 12 % der mit Pembrolizumab behandelten
Patienten Nebenwirkungen auf, wohingegen 20 % der mit Ipilimumab behandelten Patienten

Nebenwirkungen aufwiesen (Robert, et al., 2015).



2.6 Prognose des malignen Melanoms

Die Prognose des malignen Melanoms kann anhand der 5- oder 10- Jahres- Uberlebensrate

angegeben werden und ist abhéngig von folgenden prognostischen Faktoren:
Vertikale Tumordicke nach Breslow

Der wichtigste prognostische Faktor ist die vertikale Tumordicke nach Breslow, die 1970
eingefihrt wurde (Breslow, 1969) und die Invasion des Tumors gemessen zwischen dem
Stratum granulosum der Epidermis bis zu dem tiefsten noch nachweisbaren Tumorgewebe
(Balch, et al., 2009). Die 10-Jahres-Uberlebensrate korreliert mit der Tumordicke und nimmt
mit grofer werdender Tumordicke ab. Tabelle 5 stellt die 10-Jahresuberlebensrate in
Abh&ngigkeit von der Tumordicke dar. So leben 10 Jahre nach Erstdiagnose noch etwa
50 % der Patienten, bei denen ein Primartumor mit einer Tumordicke von dber 4 mm

diagnostiziert worden war.

Tabelle 5:

Stadium Tumordicke in mm 10-Jahresuberlebensrate
in %

T1 <1 92

T2 1,01-2 80

T3 2,01-4 63

T4 >4 50

Tabelle 5: 10-Jahres-Uberlebensrate in Abh&ngigkeit von der Tumordicke in Anlehnung an (Balch, et al.,
2009)

Mitoserate pro mm?2

Die Proliferationsrate des Tumors wird als Mitoserate pro mmz2 angegeben. Die Mitoserate ist
seit 2009 Bestandteil zur Klassifizierung von malignen Melanomen und ersetzt seit 2009 das
Invasionslevel nach Clark als ein Primarkriterium bei der Einteilung von malignen Melanome
im Stadium T1 (Balch, et al., 2009). Die Mitoserate gilt als aussagekraftiger und
unabhangiger Prognosefaktor. In einer Studie des AJCC mit 10233 Patienten konnte gezeigt
werden, dass die Mitoserate nach der Tumordicke der zweitaussagekraftigste
Prognosefaktor ist (Balch, et al., 2009).

Vorhandensein von Ulzerationen

Das Vorhandensein einer Ulzeration des Primartumors wirkt sich ebenfalls negativ auf die

Uberlebenszeit der Patienten aus. Die Uberlebensprognose eines Patienten mit ulzeriertem




Melanom ist nahezu &quivalent mit der Prognose eines Patienten mit einem nicht-ulzerierten
Melanom mit der nachst hoéheren Tumordicken-Kategorie. So betragt die Funf-Jahres-
Uberlebensrate von nicht-ulzerierten T3a Melanomen 79 % und die Funf-Jahres-
Uberlebensrate von ulzerierten T2b Melanomen 82 %. Beide gehéren dem Stadium 1IB an
(Balch, Wilkerson, J. A., Soong, Ingalls, & Maddox, 1980).

Alter bei Primardiagnose

In einer Studie aus Florida konnte gezeigt werden, dass das Alter bei Erstdiagnose ebenfalls
mit den prognostischen Faktoren Tumordicke und Ulzeration korreliert. Hierbei wurden die
Patienten in zwei Gruppen unterteilt; die Gruppe der Uber 65-Jahrigen Patienten waren
weniger haufig rezidivfrei, als die Gruppe der unter 65-Jahrigen Patienten (55 % vs. 65 %)

(Austin, Cruse, Lyman, Schroer, Glass, & Reintgen, 1994).
Lokalisation des Primartumors

Tumore, die am Thorax (an Ricken oder Brust), am Oberarm, der Kopfhaut und dem Hals
lokalisiert sind, haben eine schlechtere Prognose als Tumore mit Lokalisation an den
Extremitaten oder im Gesicht (Garbe C, 1995).

Clark-Level

Das Invasionslevel nach Clark wurde 1969 von Clark eingefiihrt (Clark, From, & Bernadino,
1969). Es werden finf verschiedene Level unterschieden. Diese Klassifizierung hat eine
weitaus geringere prognostische Bedeutung als die Tumordicke nach Breslow. Der Einfluss
auf die Prognose konnte nur bei Tumoren von einer Tumordicke unter 1 mm belegt werden
(Balch, et al.,, 2009). In der letzten u(berarbeiteten Ausgabe der Melanoma Staging
Klassifikation der AJCC von 2009 wurde das Invasionslevel nach Clark daher durch die
Mitoserate pro mmz ersetzt (Balch, et al., 2009).



2.7 Funktionen von CTLA-4 und CD28

Eine optimale Immunantwort erfordert ein direktes antigenspezifisches, von den T-Zellen
generiertes Signal und ein zweites costimulatorisches Signal, welches von den auf den T-
Zellen befindlichen Korezeptoren ausgeht. Diese Korezeptoren optimieren die T-Zell-
vermittelten Immunantworten, da sie mafigeblich fir die Balance von stimulierenden und
inhibitorischen Signalen im Immungeschehen verantwortlich sind und den Organismus vor
einer erhdhten Autoimmunitat bewahren (Valk, Rudd, & Schneider, 2008).

Das Zytotoxische Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4), auch CD152 genannt, befindet sich auf
der Oberflache von T-Zellen und ist ein wichtiger inhibitorischer Korezeptor. Es bindet mit
einer 100-fach hoheren Affinitat an Proteine der B7-1- und B7-2-Klasse als der
strukturéhnliche Korezeptor und Gegenspieler CD28 (Chattopadhyay, et al., 2009). Er
befindet sich hauptséchlich in intrazellularen Kompartimenten. Die B7-1- und B7-2-Molekile
sind auf Antigen-Prasentierenden Zellen (APC) vorhanden. Phanotypisch CTLA-4-defiziente
Mause zeigten die starke inhibitorische Rolle des CTLA-4 im Immungeschehen (Valk, Rudd,
& Schneider, 2008). Die Mause wurden gesund geboren, zeigten aber nach wenigen Tagen
durch das fehlende Gegengewicht zu CD28, eine massive Lymphozytenexpansion in das
umliegende Gewebe und eine frilhe Sterblichkeit (Valk, Rudd, & Schneider, 2008). Dies
unterstreicht die Hypothese, dass CTLA-4 essentiell fir die Minderung der Autoreaktivitat der
T-Lymphozyten ist (Wolchok & Saenger, 2008).

Der CD28-Rezeptor, der sich wie CTLA-4 auf der T-Zell-Oberflache befindet, bindet
dieselben Liganden der B7-Familie, mit einer weitaus schwacheren Affinitat. Seine
Hauptaufgabe ist es, die T-Zell-Aktivierung zu steigern und zu erhalten. CD28 ist somit
Gegenspieler von CTLA-4 (Chattopadhyay, et al., 2009). Fallt CTLA-4 durch genetische
Defizienz oder Manipulation (CTLA-4 Antikérper-Therapie) aus, kann CD28 ungehindert und
ungehemmt agieren, wodurch das Gleichgewicht der Immunantwort stark zugunsten der
Immunstimulation verandert wird und woraus gleichzeitig eine ungehinderte Autoimmunitéat
resultieren kann (Bakacs, Merishi, & Moss, 2011). Individuen mit chronischen Infektionen
oder Menschen im hoheren Lebensalter haben signifikant mehr CD28 negative T-Zellen, was
darauf schlieBen lasst, dass ein Verlust der CD28 positiven T-Zellen mit immunologischem
Altern einhergeht (Riley & June, 2004).

Die Aktivierung der T-Zellen erfolgt durch Antigen-prasentierenden Zellen (APC:
Makrophagen, B-Zellen und Dendritische Zellen). Das wichtigste Signal ist das Erkennen des
Antigens mithilfe der MHC-II-Molekile. Koérperfremde Antigene werden von den APC

aufgenommen, im Zellinneren abgebaut und an MHC-II-Komplexe gebunden. Diese an



MHC-1l-gebundenen Antigene werden wiederum auf der Zelloberfliche den CD-4-positiven
T-Helferzellen préasentiert. Ein kostimulatorisches Signal erfolgt Gber CD28, das an die B7-
Molekile der APC bindet. Die CD-4-positive T-Helferzelle erkennt den Komplex aus Antigen
und MHC-II-Molekil;, es kommt zur Aktivierung und damit zu einer von Interleukin-2
abhangigen T-Zell-Proliferation. Die T-Zellen aktivieren zuletzt B-Zellen, welche sich zu
Plasmazellen differenzieren und gro3e Mengen an Antikdrpern gegen das Antigen bilden
(Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler, 2014).

Die Herabregulierung von T-Zellen durch CTLA-4 wird hauptsachlich durch zwei
Mechanismen bestimmt: dem kompetitiven Antagonisieren von CD28-Signalen und dem
direkt negativen Signalweg (Teft, 2005). CTLA-4 ist im Gegensatz zu CD28 nicht konstitutiv
auf den T-Zell-Oberflache vorhanden und wird erst nach der Aktivierung der T-Zellen
kompensatorisch auf der T-Zell-Oberflache vermehrt exprimiert. Es gruppiert sich mit seinen
Lipidrafts an der immunologischen Synapse (gebildet aus der aktivierten T-Zelle und der
Antigen-préasentierenden Zelle) und konkurriert dort mit CD28 um die Bindung von B7-
Molektlen. Die Affinitdt von CTLA-4 zu den B7-Molekilen ist 10-100 fach groRer als die
zwischen CD28 und den B7-Molekilen, sodass CTLA-4 dem CD28-Rezeptor den
Bindungspartner entzieht (Teft, 2005).



2.8 Ipilimumab und seine Wirkungsweise

Ipiimumab (Yervoy®), ist ein rekombinanter vollstandig humaner monoklonaler IgG1-
Antikorper gegen CTLA-4. Durch die Blockade von CTLA-4 wirkt Ipilimumab dessen
negativer Regulierung auf die T-Zellen entgegen. CTLA-4 bremst T-Zell-Reaktionen und
verhindert  durch  seine inhibitorische  Wirkungsweise  eine  Uberschie3ende
Autoimmunreaktion. Ipilimumab verstarkt durch die Blockade von CTLA-4 wiederum die
Aktivierung und Proliferation der T-Zellen und damit deren Infiltration in Tumore und wirkt
sich auf den nachfolgenden Tumorzelltod aus, indem es die Immunantwort férdert und damit
die Tumorerkennung durch das Immunsystem verbessert. Gleichzeitig fordert es indirekt die
Funktion von CD28 und dessen aktivierende Funktion. Die T-Zellen verlieren hierbei
zunehmend die Fahigkeit zwischen kdérperfremd und kdrpereigen zu unterscheiden, sodass
die Eigentoleranz des Organismus abnimmt, woraus eine Zunahme von
Autoimmunphé&nomenen resultiert (Bakacs, Merishi, & Moss, 2011) (Pflugfelder, Koch, &
Blum, 2013) (Hodi, et al., 2003).

Ipilimumab wurde an der Universitat Berkeley in Kalifornien (USA) entwickelt und ist im Marz
2011 von der US Food and Drug Administration (FDA) fir nicht-resezierbare oder
metastasierende Melanome zugelassen worden. Im Juli 2011 genehmigte die Européische
Kommission (European Medicines Agency) den Einsatz von Ipilimumab fiir die Behandlung
von vorbehandelten Patienten mit fortgeschrittenen (unresezierbaren oder metastasierten)
Melanomen (Comittee for Medicinal Products for Human Use, 2011) (Finn, Markovic, &
Joseph, 2012). Seit dem 31.10.2013 ist Ipilimumab auch als first-line-Therapie zur
Behandlung von Patienten mit metastasiertem Melanom zugelassen (Buzaid, Argawala, &
Hauschild, 2014).

Im Rahmen einer dreiarmigen Phase Il Studie von Hodi et al. wurden Patienten mit bereits
vorbehandeltem, fernmetastasiertem und nicht-resezierbarem Melanom mit Ipilimumab (3
mg/kg/Korpergewicht), einer Vakzine (gp 100) und einer Kombination aus Ipilimumab und
Vakzine behandelt. Die Ipilimumab-Gruppe und die Kombinationsgruppe
(Ipilimumab+Vakzine) hatten mit 10,0 bzw. 10,1 Monaten Gesamtiberleben einen
signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber der Vakzinegruppe mit 6,4 Monaten. In einer
Phase Il Studie von Robert et al. wurden 502 Patienten mit nicht vorbehandeltem,
inoperablem metastasiertem Melanom (Stadium lll, V) mit Ipilimumab (10
mg/kg/Korpergewicht) und Dacarbazin bzw. Dacarbazin+Placebo alle drei Wochen
behandelt. In dieser Studie konnte ebenfalls eine Verlangerung des Gesamtiberlebens der
Ipilimumab+Dacarbazin-Gruppe mit 11,2 Monaten verglichen mit der Therapie mit

Dacarbazin plus Placebo mit 9,1 Monaten gezeigt werden. Schwere immunvermittelte



Nebenwirkungen wurden in beiden Studien in den Ipilimumab-Armen in gréf3erem Ausmalf’
beobachtet (Hodi, O" Day, & McDermatt, 2010) (Robert, et al., 2011).

Schadendorf und Mitarbeiter flhrten eine Langzeitiberlebensstudie mit Ipilimumab mit 4846
Patienten durch, bei der das mediane Uberleben 9,5 Monate betrug. Auffallig im
Gesamtlberleben ist ein Plateau, beginnend im dritten Jahr, das bis zum zehnten Jahr reicht
und unabhangig von der Ipilimumabdosis bzw. der jeweiligen Vorbehandlung ist
(Schadendorf, et al., 2015).

In Deutschland ist Ipilimumab zugelassen zur Behandlung metastasierter Melanome in einer
Dosis von 3 mg/kg/Kérpergewicht p. i. im Abstand von jeweils 3 Wochen. Verabreicht

werden hierbei vier Zyklen (Comittee for Medicinal Products for Human Use, 2011).

Durch das mégliche Auftreten von Autoimmunphanomenen ist die Compliance des Patienten
und dessen aktive Mitarbeit zwingend erforderlich, um frihestmdglich unerwiinschte
Nebenwirkungen erkennen und behandeln zu kénnen. Die Nebenwirkungen von Ipilimumab,
die in klinischen Studien beobachtet wurden, sind vor allem auf die verstarkte Immunantwort
und die daraus resultierende Autoimmunitat zuriickzufihren (Granziani, Tentori, Pierluigi, &
Navarra, 2011) und werden, je nach Schweregrad, gemafs CTC (Common Toxicity Criteria)
in finf Gruppen unterteilt. Die haufigsten Nebenwirkungen (von denen mehr als 10 % der
Patienten betroffen sind) umfassen Diarrhoe, Exanthem, Pruritus, Fatigue, Ubelkeit und

Erbrechen und verminderten Appetit (Hanaizi, et al., 2011).

In der Studie von Robert et al. wurden schwere Nebenwirkungen (Grad 1lI-1V) bei 56,3 % der
Patienten festgestellt, die mit Ipilimumab und Dacarbazin behandelt wurden, wohingegen nur
27,5 % der Patienten, die mit Dacarbazin plus Placebo behandelt wurden schwere
Nebenwirkungen aufwiesen (Robert, et al., 2011). Schwere medikamenten-spezifisch-
vermittelte Nebenwirkungen betrafen vor allem vier Organsysteme: den Gastrointestinaltrakt,
die Leber, die Haut und das endokrine System. Autoimmun vermittelte Nebenwirkungen
treten typischerweise in einer charakteristischen zeitlichen Abfolge auf. Drei bis vier Wochen
nach Beginn einer Therapie mit Ipilimumab sind erste Auswirkungen an der Haut bemerkbar.
Hautveranderungen, wie Exanthem und Pruritus, treten h&ufig auf, sprechen in der Regel
aber gut auf topische Steroide, wie z. B. Betamethason, an. In lediglich 4 % der Félle sind
die cutanen Nebenwirkungen so schwer, dass die Therapie pausiert oder abgesetzt werden
muss (K&ahler & Hauschild, 2011). Nach 6-7 Wochen koénnen erste Symptome im
Gastrointestinaltrakt bzw. in der Leber auftreten. Bei Hepatotoxizitat und schwerwiegenden
Erhéhungen der Transaminasenwerte und des Gesamtbilirubins ist ein Therapieabbruch
indiziert und eine hochdosierte Cortisontherapie nétig (Kéhler & Hauschild, 2011). Bei

unverandertem Zustand wird eine immunsuppressive Therapie mit Mycophenolatmofetil



empfohlen. Die gastrointestinalen Auswirkungen Colitis und Diarrhoe sind haufig, so tritt
Diarrhoe bei 44 % der Patienten begleitend auf und ist i. d. R. verbunden mit allgemeiner
Schwache und einem Elektrolytungleichgewicht (Kahler & Hauschild, 2011). Die Behandlung
der milden Diarrhoe erfolgt symptomatisch mit Loperamid und Volumen-
/Elektrolytsubstitution. Eine schwere Diarrhoe (ab einer Stuhlfrequenz von 7/d) bedarf einem
Therapieabbruch und einer hochdosierten Kortisonbehandlung und ggf. der Gabe von TNF-
a-Blockern wie Infliximab (Kahler & Hauschild, 2011). Im Fall der Kolitis besteht die Gefahr
der Darmperforation. Durchschnittlich neun Wochen nach Therapiebeginn kdnnen endokrine
Nebenwirkungen auftreten, wie beispielsweise eine Hypophysitis, deren Symptome denen
von Hirnmetastasen gleichen kann. Therapie der Wahl ist ebenfalls die Gabe von
hochdosiertem Kortison, wobei eine Befundbesserung nach frilhestens 20 Wochen zu
erwarten ist (Weber, 2009) (Kahler & Hauschild, 2011) .



2.9 CD28-Autoantikdrper bei Melanompatienten

CD28-Autoantikorper konnten in der  Vergangenheit bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen und bei Atopikern nachgewiesen werden (Neuber, Mahnss,
Hubner, Gergely, & Weichenthal, 2006). AuRerdem wurden erhthte CD28-
Autoantikorpertiter bei Melanompatienten gefunden (Korner, et al., 2013). In einer Studie von
Korner et al. wurde das Vorhandensein von CD28- Autoantikdrpern bei 230
Melanompatienten in Bezug auf die Gesamtuberlebenszeit und progressionsfreie
Uberlebenszeit untersucht (Korner, et al., 2013). In der Vergleichsgruppe befanden sich 624
Personen, die an Hepatitis B- und Hepatitis C, Psoriasis, Allergien oder Plasmozytom
erkrankt waren sowie gesunde Blutspender. CD28-Autoantikorper konnten in signifikant
hoherem Ausmal3 bei an Melanom oder an Hepatitis B oder C erkrankten Personen
nachgewiesen werden als bei den anderen untersuchten Gruppen. Das Vorhandensein der
CD28-Autoantikdrper war hier bei den zuvor mit Interferon behandelten Patienten signifikant
hoher, als bei den Vergleichsgruppen ohne vorausgehende Interferonbehandlung, wobei die
Dosis der Interferontherapie (low-dose versus high-dose) keinen Einfluss aus das
Vorhandensein von CD28-Autoantikérpern hatte. Die Patientengruppe mit nachgewiesenen
CD28-Autoantikdrpern zeigte nach einer vorausgehenden Interferontherapie mit 61 %
deutlich haufiger eine Krankheitsprogression als Melanompatienten ohne nachweisbare
CD28-Autoantikorper, bei der nur 40% der Patienten einen nachweisbaren
Krankheitsprogress nach Interferontherapie hatten. AuRerdem war die Prasenz von CD28-
Autoantikdrpern bei Melanompatienten mit einem hdheren Risiko assoziiert an der Krankheit
zu versterben. Zwischen der Gesamtlberlebenszeit bzw. der progressionsfreien
Uberlebenszeit und dem Vorhandensein von CD28-Autoantikrpern bestand jedoch keine
signifikante Korrelation (Korner, et al., 2013).

Eine adjuvante Interferontherapie scheint die Produktion von CD28-Autoantikdrpern zu
induzieren. Lihder et al. beschreiben in ihrer Arbeit zwei Gruppen von CD28-
Autoantikorpern, deren Aktivierungsweg und ihre jeweilige Rolle im Immungeschehen. Zum
einen gibt es die konventionellen CD28-Autoantikdrper, die zur T-Zellaktivierung ein Signal
Uber den T-Zell-Rezeptor bendtigen, und zum anderen gibt es superagonistische CD28-
Autoantikorper, die die T-Zellen direkt und unabhangig von weiteren Signalen in vivo und in
vitro stimulieren kénnen (Luhder, et al., 2003). Neuber et al. zeigte, dass CD28-
Autoantikbrper in Seren von Patienten mit atopischer Dermatitis in vitro die T-Zell-

Proliferation steigerten (Neuber, Mahnss, Hiubner, Gergely, & Weichenthal, 2006).

Critchley-Thorne et al. untersuchten den Effekt einer Interferontherapie auf die

Lymphozytenstimulation im peripheren Blut bei drei Tumorentitaten (Brustkrebs, malignes



Melanom und gastrointestinales Karzinom) und zeigten, dass sich eine Interferonbehandlung
bei den untersuchten Patienten negativ auf deren Lymphozytenfunktion und damit auf die
Immunfunktion auswirkte. AufRerdem untersuchten sie die Auswirkungen der
Interferonbehandlung auf die Immunabwehr bei Melanompatienten und einer
Vergleichsgruppe von gesunden Blutspendern. Es zeigte sich, dass die Melanompatienten
grundsatzlich schlechter auf die Interferonbehandlung ansprachen als die Vergleichsgruppe.
Unter den Melanompatienten sprachen zwei Drittel auf die Interferontherapie an und ein
Drittel nur gering (Low-Responder). Hieraus schlussfolgerten die Autoren, dass Defekte in
den Interferonsignalwegen oder ein geringes Ansprechen auf die Interferontherapie mit einer
herabgesetzten Immunabwehr bei Melanompatienten einhergehen (Critchley-Thorne, Yan,
Nacu, Weber, Holmes, & Lee, 2007).



2.10 Laborparameter

Folgende Laborparameter haben bei Patienten mit Melanom prognostische Bedeutung und

eignen sich als Tumormarker im weiteren Sinn:
CRP

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Entziindungsparameter. Nach Studien von Deichmann
et al. von 2001 und 2004 ist das CRP der Laktatdehydrogenase (LDH) als prognostischer
Marker im Stadium der Fernmetastasierung Uberlegen und ist ein prognostisch
aussagekraftiger Uberlebenszeitparameter (Deichmann, Kahle, Moser, Wacker, & Wiist,
2004) (Deichmann, Bremer, Kuner, Wacker, Waldmann, & Naher, 2001).

Laktatdehydrogenase (LDH)

Die LDH ist ein unspezifischer Parameter, der erst im Spatstadium der Erkrankung auffallend
erhdhte Konzentrationen aufweist (Hein, Bosserhoff, & Ring, 2006). So weist die LDH bei
vielen krankhaften Prozessen mit einem erhohten Zellzerfall einen erhohten Wert auf, wie
beispielsweise beim Myokardinfarkt oder anderen Malignomen (Hein, Bosserhoff, & Ring,
2006). Entziindliche Prozesse wie Myokarditis oder Hepatitis gehen ebenfalls mit erhéhten
LDH-Werten einher (Hein, Bosserhoff, & Ring, 2006). In Studien korrelierten erhdéhte LDH-
Werte im Serum von Melanompatienten mit einer geringeren Uberlebenszeit im Stadium der
Fernmetastasierung (Balch C. M., 2003), weswegen die LDH-Serum-Konzentration im
Stadium der Fernmetastasierung (Stadium V) als Parameter zur Klassifikation der
Melanome durch das American Joint Commitee on Cancer (AJCC) aufgenommen wurde.
(Balch, et al., 2009) Nach Garbe et al. (2003) ist die LDH der Marker mit der hdchsten
Spezifitat aber der geringsten Sensitivitat (Garbe, Leiter, Blaheta, & Meier, 2003).

S 100-Proteine

Die S100-Proteine sind calciumbindende Proteine, die im intrazellularen Calciumstoffwechsel
eine Rolle spielen. Als Serummarker und Verlaufsparameter in der Melanomnachsorge ist
vor allem das S100R-Protein von Bedeutung. Das S100R3-Protein wird in Schwannzellen,
Astrozyten und Gliazellen, aber auch in Melanozyten, Adipozyten und Chondrozyten
gebildet. S100-Serumwerte koénnen bei Leber- und Nierenerkrankungen, aber auch bei
Erkrankungen des Zentralen Nervensystems erhoht sein, woraus falschpositive Ergebnisse
resultieren kénnen (Hein, Bosserhoff, & Ring, 2006). In einer Studie von Hauschild et al.
wurden Blutproben von 419 Melanompatienten in den Stadien I-IV der Erkrankung im
Hinblick auf den Serummarker S100R untersucht. Die Uberlebenszeiten von Patienten mit

einem Serumlevel < 0,2 mg/dl waren deutlich besser als die Uberlebenszeiten der Patienten



mit einem Serumlevel > 0,2 mg/dl unabhéngig vom Tumorstadium (Hauschild, et al., 1999).
So konnte gezeigt werden, dass S100R ein wichtiger prognostischer Faktor fir die
Uberlebenszeit und fur Nachsorgeuntersuchungen ist. S100R gilt als sensitiverer und
spezifischerer Marker als beispielsweise die LDH oder die Alkalische Phosphatase (AP)
(Garbe, Leiter, Blaheta, & Meier, 2003).



3 Fragestellung der Dissertation

In der Studie von Korner et. al war das Vorhandensein von CD28-Autoantikdrpern bei
Melanompatienten mit einer Tendenz zu einer kiirzeren Uberlebenszeit, aber nicht mit einer

signifikant kiirzeren progressionsfreien Uberlebenszeit verbunden.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, welche prognostische Aussagekraft
das Vorhandensein und die H6he von CD28-Autoantikérpern auf den Verlauf der Erkrankung
von Melanompatienten unter der Therapie mit Ipilimumab hat und inwieweit CD28-
Autoantikorper mdoglicherweise das progressionsfreie und das Gesamtiberleben

beeinflussen.

Zielsetzung der Arbeit ist es somit, mdgliche Unterschiede bezliglich des progressionsfreien
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens in Abhangigkeit vom Vorhandensein von CD28-

Autoantikérpern im Serum herauszufinden.
Dabei sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wie haufig kommen CD28-Autoantikbrper bei Melanompatienten unter
Ipilimumabtherapie vor?

Induziert eine Therapie mit Ipilimumab die Bildung von CD28-Autoantikérpern?

3. Besteht ein Unterschied in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben zwischen
Melanompatienten mit CD28-Autoantikérpern und Melanompatienten ohne CD28-
Autoantikérper?

4. Besteht ein Unterschied in Bezug auf das Gesamtiberleben zwischen
Melanompatienten mit CD28-Autoantikérpern und Melanompatienten ohne CD28-
Autoantikérper?

5. Inwiefern eignen sich vorhandene CD28-Autoantikdrper als prognostischer oder
pradiktiver Marker?

6. Welche weiteren Faktoren haben Einfluss auf die Wirksamkeit einer Therapie mit

Ipilimumab?



4 Material und Methodik

4.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit und statistische Auswertung basiert auf den Daten von Patienten mit
inoperabel metastasiertem Melanom, die sich zwischen dem 18.04.2012 und dem
03.09.2014 einer Behandlung mit Ipilimumab an der Klinik fur Dermatologie, Venerologie und

Allergologie des Universtatsklinikums des Saarlandes unterzogen.

Das Patientenkollektiv bestand aus Erwachsenen mit fortgeschrittenem Melanom im
fernmetastasierten Stadium (Stadium [V) oder im lokoregiondr metastasiertem Stadium
(Stadium 111), die bereits vortherapiert worden waren und nicht in sano operabel waren und

nach einem Progress unter Vortherapie Ipilimumab verabreicht bekamen.

Das Patientenkollektiv umfasste 19 Patienten, darunter sechs Frauen und 13 Manner. Das
mediane Alter zum Zeitpunkt der ersten Ipilimumabgabe betrug 72 Jahre (range 46-82). Bei
drei Patienten lagen zu Therapiebeginn keine Fernmetastasen (Stadium 1ll) vor, die Ubrigen
16 Patienten hatten Fernmetastasen, wobei sich zwei Patienten im Stadium M1b und 14 im
Stadium M1c befanden.

Die folgende Tabelle 6 zeigt die Patientencharakteristika im untersuchten Patientenkollektiv.



Tabelle 6:

Anzahl

19

Geschlechtsverteilung

Weiblich: 6 (31,6 %)
Mannlich: 13 (68,4 %)

Medianes Alter

72 Jahre (range 46-82 Jahre)

Anzahl der durchgefiihrten Zyklen der

Therapie mit Ipilimumab

2 Zyklen: n=4 (21,1 %)
3 Zyklen: n= 3 (15,8 %)
4 Zyklen: n=12 (63,2 %)

M-Stadium zu Beginn der Therapie

IIIC: n= 3 (15,8 %)
Mla: n=0 (0 %)
M1b: n=2 (10,5 %)
Mlc: n= 14 (73,7 %)

Metastasenlokalisation (jeweils prognostisch
ungunstige Lokalisation)

Lokoregionare Lymphknoten +/- Satelliten-
und in-transit-Filiae: n= 3 (15,8 %)

Lunge: n=1 (5,3 %)

Andere Organe: n= 13 (63,1 %)

Hirn: n= 3 (15,8 %)

Melanomtyp des Primartumors

Nodulares Melanom: n=6 (31,6 %)
Superfiziell Spreitendes Melanom: n= 6
(31,6 %)

Unklassifizierbares Melanom: n= 4 (21,1 %)
Akrolentigindses Melanom: n= 2 (10,5 %)

Desmoplastisches Melanom: n=1 (5,3 %)

Lokalisation des Primartumors

Rucken: n=6 (31,1 %)
FulR: n=5 (26,3 %)
Bein: n=5 (26,3 %)
Oberarm: n= 3 (15,8 %)

Vorausgegangene adjuvante

Interferonbehandlung

Interferonbehandlung: n= 8 (42,1 %)
Keine Interferonbehandlung: n= 11 (57,9 %)

Tabelle 6: Patientencharakteristika im untersuchten Patientenkollektiv




4.2 Therapie und Laborkontrollen

Ipilimumab wurde intravends in der zugelassenen Dosierung von 3 mg/kg Korpergewicht
Uber einen 90-minutigen Zeitraum alle drei Wochen verabreicht. Geplant waren in allen
Fallen vier Gaben. Direkt vor der ersten ambulanten Infusionstherapie wurde eine
Blutentnahme (Baseline) vorgenommen. Danach wurden Blutentnahmen bei weiteren
Ipilimumabgaben oder i. R. des Stagings (6 Wochen nach der letzten Ipilimumab-Gabe) und

danach alle drei Monate zur Kontrolle vorgenommen.



4.3 Laborparameter

Es wurden folgende Laborparameter erfasst: S100-Werte, CRP, LDH und CD28-
Autoantikorper im Serum. Diese Parameter dienten zur Verlaufs-/Progressionsbeurteilung
der Tumorerkrankung. Die Bestimmung der Werte S100, CRP und LDH erfolgte im
Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes. Die Bestimmung der CD28-
Autoantikérper erfolgte mittels eines durch das Forschungslabor der Klinik fir Innere Medizin
I und dem José Carreras Zentrum fur Immun- und Gentherapie etablierten ELISA-Essays.
Dieser Essay fand erstmals in der Studie von Koérner et. al. Anwendung. Dessen Etablierung

ist dort genau beschrieben (Kdrner, et al., 2013).

Fiur die statistische Auswertung wurden in einer Excel-Tabelle folgende Patientendaten
erfasst:

e Patientennummer

e Geschlecht

e Geburtsdatum

e Alter zum Zeitpunkt der ersten Ipilimumabgabe

e Datum der ersten Ipilimumabgabe

e Zeitspanne zwischen erster Ipilimumabgabe bis zum Tumorprogress in Tagen, sofern
Progress im Beobachtungszeitraum eintrat

e Zeitspanne zwischen erster Ipilimumabgabe bis zum Tod in Tagen, sofern der Patient
im Beobachtungszeitraum verstorben ist

e Anzahl der verabreichten Ipilimumab-Zyklen

o Lokalisation der Metastasen zu Beginn der Ipilimumabtherapie (Lymphknoten, Lunge,
andere Lokalisation, Hirn)

e Art und Anzahl der Vortherapien vor Ipilimumabbehandlung

e Artund Anzahl der Folgetherapien nach Progress unter Ipilimumabbehandlung

o Nebenwirkungen unter der Ipilimumabtherapie entsprechend der CTCAE-Einteilung

o die einzelnen Parameter: S100, CRP; LDH und CD28-Autoantikérper zum Zeitpunkt

der Entnahme der jeweiligen Blutproben



4.4 Beobachtungszeitraum, Progressionsfreie Uberlebenszeit und
Gesamtiberleben

Beginn des Beobachtungszeitraumes war fiir alle Patienten die erste Serumentnahme im
Rahmen der ersten Ipilimumabgabe. Die Serumentnahmen fanden zwischen dem
18.04.2012 dem 15.10.2013 statt.

Als Enddatum der Beobachtung wurde das Sterbedatum gewéahlt bzw. die letzte
Serumentnahme fur diejenigen Patienten, die zum Zeitpunkt der Datenauswertung, dem
03.09.2014, noch am Leben waren.

Als Progress der Tumorerkrankung wurden neuaufgetretene Metastasen oder deren

GroéRenzunahme um > 25 % bzw. deren erster Nachweis in einer Bildgebung gewertet.

4.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel 2010 und SPSS Version 19 unter
Unterstitzung von Herrn PD Dr. Stefan Gréber (Instituts fir Medizinische Biometrie,
Epidemiologie und Informatik der Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes).

Die Tabellen, Graphiken und Kaplan-Meier-Kurven wurden mithilfe von Excel 2010 und
SPSS Version 19 erstellt.

Zum Vergleich des progressionsfreien Uberlebens bzw. des Uberlebens wurde der Log-

Rank-Test verwendet. P <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.



5 Ergebnisse

5.1 Inzidenz und Pravalenz von CD28-Autoantikérpern

Neun von 19 Patienten (47,4 %) der Patienten zeigten CD28-Autoantikdrper im Serum.
Einer dieser Patienten wies CD28-Autoantikorper bereits vor der ersten Ipilimumab- Gabe
auf. Somit kam es bei acht von 19 (44,1 %) Patienten zu einer Serokonversion. Von den
Patienten im Stadium IV zeigten sieben der insgesamt 16 (43,8 %) Patienten eine
Serokonversion. Abbildung 2 veranschaulicht den Patientenanteil mit bzw. ohne CD28-

Autoantikorper.

Die Serokonversion fand bei vier Patienten nach der zweiten Ipilimumab-Gabe, bei drei
Patienten nach der dritten Ipilimumab-Gabe und bei einem Patienten nach der vierten Gabe

von Ipilimumab statt.

Abbildung 2:

Abbildung 2: Patientenanteil mit bzw. ohne CD28-Autoantikérper



5.1.1 Nebenwirkungen

Traten behandlungsbedirftige Nebenwirkungen auf, wurde die Therapie unterbrochen und
ein Zyklus der Behandlung mit Ipilimumab ausgelassen. 12/19 Patienten (63,2 %) erhielten
alle geplanten vier Zyklen, drei Patienten (15,8 %) erhielten drei Zyklen und bei zwei
Patienten (10,5 %) konnten nur zwei Ipilimumab-Gaben durchgefiihrt werden. Drei Patienten
(15,8 %) litten unter Diarrhoe, Kolitiden betrafen zwei Patienten (10,5 %) und ein Exanthem
(5,3 %) trat bei einem Patienten auf. Die Ubrigen Patienten hatten keine Nebenwirkungen
durch die Ipilimumabbehandlung. Bei anschlieBender ambulanter Weiterbehandlung der

Patienten wurden weitere Laboruntersuchungen vorgenommen.

5.1.2 Melanomtyp des Primartumors

Die Verteilung der zugrunde liegenden Melanomtypen des Primartumors im
Patientenkollektiv zeigt Abbildung 3. Unter den Priméartumoren traten die Typen nodulares
Melanom (NM) und das superfiziell spreitende Melanom (SSM) mit jeweils 31,6 % gleich
haufig auf. Zwei (10,5 %) der Primartumoren wurden als akrolentiginéses Melanom
beschrieben. Ein desmoplastisches Melanom (5,3 %) trat einmal auf. Vier Melanome
(21,1 %) konnten nicht klassifiziert werden (UCM).

Abbildung 3:
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Abbildung 3: Melanomtyp des Primartumors (SSM: superfiziell spreitendes Melanom; UCM:
unklassifizierbares Melanom; ALM: akrolentiginéses Melanom; NM: nodulares Melanom, desmoplast. M:
desmoplastisches Melanom)



5.1.3 Lokalisation des Priméartumors

Die Lokalisation der Primartumoren ist in Abbildung 4 dargestellt. Der Ricken kam als
Lokalisationsort mit 31,6 % am haufigsten vor, gefolgt von Unterschenkel, Zehe und
Oberarm mit jeweils 15,8 %. Bei zwei Patienten (10,2 %) trat das Melanom am Fuf3 auf.
Oberschenkel bzw. Knie war der Lokalisationsort von jeweils einem Melanom (5,3 %).
Zusammenfassend war von den Melanomen im untersuchten Patientenkollektiv kein
Primartumor im Kopf-Hals-Bereich lokalisiert. Sechs Melanome (31,6 %) waren an Stamm
und 13 (58,4 %) an den Extremitéten lokalisiert.

Abbildung 4:
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Abbildung 4: Lokalisation des Primartumors



5.2 Progressionsfreie Uberlebenszeit

5.2.1 Gesamte Progressionsfreie Uberlebenszeit

Innerhalb des Beobachtungszeitraumes zeigte sich bei 18/19 (94,6 %) der Patienten ein
Progress der Tumorerkrankung. Ein Patient (5,3 %) blieb wahrend des
Beobachtungszeitraumes progressionsfrei.

Tabelle 7 zeigt die Anzahl der progredienten und progressionsfreien Patienten unterteilt nach

Mannern und Frauen.

Tabelle 7:
Geschlecht
mannlich | weiblich Gesamt
Progressionsfrei 1 0 1
Progredient 12 6 18
Gesamt 13 6 19

Tabelle 7: Anzahl der progredienten bzw. progressionsfreien Patienten unterteilt nach Mannern und
Frauen



Tabelle 8 zeigt die Anzahl der Tage, die zwischen der ersten Ipilimumab-Gabe und einem
moglichen Progress lagen und damit die progressionsfreie Uberlebenszeit. Der Mittelwert der
progressionsfreien Uberlebenszeit betragt ca. 74 Tage und der Median, der Zeitpunkt, an
dem bei 50 % der Patienten bereits ein Krankheitsprogress nachweisbar war, betragt 83
Tage. Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass in diesem Patientenkollektiv im Minimum 21
Tage zwischen der ersten Verabreichung von Ipilimumab und dem nachweisbaren Progress
lagen. Die langste Spanne zwischen erster Ipilimumab-Gabe und Progress betrug 120 Tage.

Tabelle 8:
Tage zw. 1.
Ipilimumab- o Gultige Kumulierte
Gabe u Haufigkelt Prozent Prozent Prozent
Progress
21 1 53% 5,6 % 5,6 %
33 2 10,5 % 11,1 % 16,7 %
44 1 53% 5,6 % 222 %
47 1 5,3 % 5,6 % 27,8 %
65 1 5,3 % 5,6 % 33,3%
69 1 5,3 % 5,6 % 38,9 %
76 1 53% 5,6 % 44,4 %
83 1 53% 5,6 % 50,0 %
84 1 53% 5,6 % 56,6 %
85 3 15,8 % 16,7 % 72,2 %
86 1 5,3 % 5,6 % 77,8 %
91 1 5,3 % 5,6 % 83,3 %
105 1 5,3 % 5,6 % 88,9 %
113 1 5,3 % 5,6 % 94,4 %
120 1 53% 5,6 % 100,0 %
Gesamt 18 94,7 % 100,0 %

1 53%

19 100,0 %

Tabelle 8: Tage zwischen 1. Ipilimumab-Gabe und Progress




5.2.2 Mittlere Progressionsfreie Uberlebenszeit aller Patienten

Tabelle 9 zeigt den Mittelwert der progressionsfreien Uberlebenszeit fir die Patientengruppe

mit CD28-Autoantikbrpern und wiederum fur die Patientengruppe ohne CD28-
Autoantikérper. Der Mittelwert ist hier bei den Patienten ohne Antikérper mit ca. 70 Tagen

etwas kleiner als bei den Patienten mit Antikbrpern (77 Tage).

Tabelle 9:
Mittelwert
95 %-Konfidenzintervall
CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
nein 70,444 8,607 53,574 87,315
ja 76,778 10,520 56,160 97,396
gesamt 73,611 6,638 60,601 86,621

Tabelle 9: Mittlere Progressionsfreie Uberlebenszeit aller Patienten(n=19)

5.2.3 Mittlere Progressionsfreie Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV

Tabelle 10 zeigt den Mittelwert der progressionsfreien Uberlebenszeit fir Patienten im
Stadium IV. Die drei Patienten im Stadium Il wurden ausgenommen. Die mittlere
progressionsfreie Uberlebenszeit der Patienten mit CD28-Autoantikorper betragt hier ca. 67
Tage, wobei die mittlere progressionsfreie Uberlebenszeit bei Patienten ohne CD28-
Autoantikdrper bei 114 Tagen liegt.

Tabelle 10:
Mittelwert
95 %-Konfidenzintervall
CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
nein 114,125 46,113 23,744 204,506
ja 66,571 10,435 46,118 87,025
gesamt 91,933 25,080 42,776 141,091

Tabelle 10: Mittlere Progressionsfreie Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV (n=16)




5.2.4 Mediane Progressionsfreie Uberlebenszeit aller Patienten

In Tabelle 11 wird der Median der progressionsfreien Uberlebenszeit (Stadium Il und V) fiir

beide Patientengruppen dargestellt.

Tabelle 11:
Median
95 %-Konfidenzintervall
CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
nein 85,000 0,831 83,370 86,630
ja 76,000 10,435 55,547 96,453
gesamt 83,000 8,485 66,369 99,631

Tabelle 11: Mediane progressionsfreie Uberlebenszeit aller Patienten (n=19)

Der Median fir das progressionsfreie Uberleben liegt bei den Patienten ohne Antikorper bei
85 Tagen und bei der Gruppe mit Antikdrpern bei 76 Tagen, somit sind unter den Patienten
ohne Antikérper nach 85 Tagen 50 % progredient, wohingegen bei der Vergleichsgruppe mit
Antikdrpern bereits nach 76 Tagen die Hélfte einen Progress aufwies.

5.2.5 Medianes progressionsfreie Uberleben der Patienten im Stadium IV
Tabelle 12 zeigt die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV.

Der Median der Patienten mit CD28-Autoantikdrper liegt hier bei 69 Tagen im Unterschied zu

den Patienten ohne CD28-Autoantikdrper, deren Median bei 85 Tagen liegt.

Tabelle 12:
Median
95 %-Konfidenzintervall
CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Obere Grenze
nein 85,000 0,816 83,400 86,600
ja 69,000 28,805 12,543 125,457
gesamt 83,000 9,661 64,065 101,935

Tabelle 12: Mediane progressionsfreie Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV (n=16)
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Progressionsfreien Uberlebenszeit fiir alle Patienten
mit bzw. ohne CD28-Autoantikérper im Stadium Il und IV (n=19) y-Achse= Anteil der Patienten ohne
Progress, x-Achse= Progressionsfreie Zeit

Die Analyse nach Kaplan-Meyer, dargestellt in Abbildung 5, zeigte keinen signifikanten

Unterschied fur das progressionsfreie Uberleben der Patienten mit und ohne CD28-
Autoantikorper (p=0,470, log-Rank-Test).



Abbildung 6:

1,07

0.8

0.4+

0.2

0.0

| I
0 100 200 300 400 500

Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Progressionsfreien Uberlebenszeit der Patienten mit
bzw. ohne CD28-Autoantikérper im Stadium IV (n=16), y-Achse= Anteil der Patienten ohne Progress, x-
Achse= progressionsfreie Zeit

Die Kaplan-Meier-Kurven fir die Patienten im Stadium 1V sind in Abbildung 6 dargestellit.

Fir die Patienten im Tumorstadium IV ergibt die Analyse nach Kaplan-Meier keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Patienten mit und Patienten ohne CD28-
Autoantikérpern (p=0,780, log-Rank-Test).



5.3 Zeit zwischen 1. Ipilimumab-Gabe und Tod

5.3.1 Gesamte Uberlebenszeit

Zum Zeitpunkt der Datenauswertung waren 17 der insgesamt 19 Patienten (89,5 %)
verstorben.

Tabelle 13 beschreibt die Anzahl der Giberlebenden und verstorbenen Patienten unterteilt
nach Mannern und Frauen.

Tabelle 13:
Geschlecht
mannlich | weiblich Gesamt
Uberlebt |2 0 2
Verstorben |11 6 17
Gesamt 13 6 19

Tabelle 13: Anzahl der lGberlebenden und verstorbenen Patienten unterteilt nach Mannern und Frauen



Tabelle 14 zeigt die Anzahl der Tage, die zwischen der ersten Ipilimumab-Verabreichung

und dem jeweiligem Todeszeitpunkt lagen und beschreibt somit die Uberlebenszeit.

Nach 216 Tagen waren noch ca. 30 % der Patienten am Leben. Die kiirzeste Uberlebenszeit
betragt 48 Tage, wohingegen die bis zum Stichpunkt langste Uberlebenszeit 648 Tage
betragt. Aus diesen Werten ergibt sich fir die Gesamtiiberlebenszeit ein Median von 184,5

Tagen und ein Mittelwert von ca. 260 Tagen.

Tabelle 14:
Tage Haufigkeit Prozent Gultige Kumulierte
zwischen. Prozent Prozent
1.Ipilimumab-
Gabe u Tod

Giiltig 48 1 5,3 % 5,9 % 5,9 %
56 1 5,3 % 5,9 % 11,8 %
78 1 53% 5,9 % 17,6 %
88 1 53% 5,9 % 23,5%
98 1 53% 5,9 % 29,4 %
109 1 53% 5,9 % 35,3 %
146 1 5,3 % 5,9 % 41,2 %
183 1 5,3 % 5,9 % 47,1 %
186 1 5,3 % 5,9 % 52,9 %
188 1 53% 5,9 % 58,8 %
196 1 53% 5,9 % 64,7 %
216 1 53% 5,9 % 70,6 %
327 1 53% 5,9 % 76,5 %
331 1 5,3 % 5,9 % 82,4 %
364 1 5,3 % 5,9 % 88,2 %
387 1 5,3 % 5,9 % 94,1 %
648 1 53% 5,9 % 100 %
Gesamt 17 89,5 % 100 %

Lebend 2 10,5 %

Gesamt 19 100 %

Tabelle 14: Tage zwischen 1. Ipilimumab-Gabe und Tod




5.3.2 Mittlere Uberlebenszeit aller Patienten

Tabelle 15 beschreibt die durchschnittliche Uberlebenszeit der Patienten mit nachgewiesen
CD28-Autoantikérpern und der Patienten ohne CD28-Autoantikérper. Der Mittelwert der
Uberlebenszeit der die mittlere

CD28-positiven Patienten betragt ca. 356 Tage,

Uberlebenszeit der CD28-negativen Patienten liegt bei ca. 175 Tage und ist damit

durchschnittlich um 181 Tage krzer.

Tabelle 15:
Mittelwert
95 %-Konfidenzintervall
. Obere
CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Grenze
nein 174,600 32,031 111,819 237,381
ja 355,667 82,662 193,649 517,684
gesamt 260,368 46,099 170,014 350,723

Tabelle 15: Mittlere Uberlebenszeit aller Patienten (n=19)

5.3.3 Mittlere Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV

In Tabelle 16 ist die mittlere Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV dargestellt,
ausgenommen der drei Patienten im Stadium Ill. Die mittlere Uberlebenszeit der Patienten
mit CD28-Autoantikdrpern entspricht 231 Tagen, wohingegen die mittlere Uberlebenszeit der

Patienten ohne CD28-Autoantiktrper ca. 183 Tage betragt.

Tabelle 16:
Mittelwert
95 %-Konfidenzintervall
Obere
CDh 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Grenze
nein 183,111 34,524 115,443 250,779
ja 230,857 52,128 128,686 333,029
gesamt 203,594 29,160 146,441 260,746

Tabelle 16: Mittlere Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV (n=16)




5.3.4 Mediane Uberlebenszeit aller Patienten

Die mediane Uberlebenszeit aller Patienten ist in nachfolgender Tabelle 17 dargestellt. Die
mediane Uberlebenszeit der Patienten ohne CD28-Autoantikdrper betragt 146 Tage, diese
ist verglichen mit den Patienten mit CD28-Autoantikérpern, die eine mediane Uberlebenszeit

von 331 Tagen aufweisen, deutlich kirzer.

Tabelle 17:
Median
95 %-Konfidenzintervall
Obere
CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Grenze
nein 146,000 58,502 31,336 260,664
ja 331,000 171,432 0,000 667,006
gesamt 188,000 10,157 168,093 207,907

Tabelle 17: Mediane Uberlebenszeit aller Patienten (n=19)

5.3.5 Mediane Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV

In unten stehender Tabelle 18 wird der Median fiir die Uberlebenszeit der Patienten im
Stadium 1V, ausgenommen der Patienten im Stadium Ill, dargestellt. Der Median fur die
Patienten, die CD28-Autoantikérper im Serum aufweisen, betragt 216 Tage, im Gegensatz

zu denjenigen Patienten ohne nachweisbare CD28-Autoantikérper im Serum, der 183 Tage

betragt.
Tabelle 18:
Median
95 %-Konfidenzintervall
Obere

CD 28 Schatzer Standardfehler | Untere Grenze | Grenze
nein 183,000 55,156 74,894 291,106
ja 216,000 24,877 167,241 264,759
gesamt 186,000 5,000 176,200 195,800

Tabelle 18: Mediane Uberlebenszeit der Patienten im Stadium IV (n=16)
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Uberlebenszeit fiir die Patienten mit bzw. ohne
CD28-Autoantikdrper im Stadium Il und IV; (n=19), y-Achse= Anteil der lebenden Patienten, x-Achse=
Uberlebenszeit in Tagen

Die Analyse nach Kaplan-Meyer ergibt eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit fir
Patienten mit CD28-Autoantikdrpern im Vergleich zu Patienten ohne CD28-Autoantikorper
(p=0,023, log-Rank-Test). Die Uberlebenszeit nach Kaplan-Meier ist in Abbildung 7

dargestellt.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Uberlebenszeit der Patienten mit bzw. ohne CD28-

Autoantikérper im Stadium IV; (n=16), y-Achse= Anteil der lebenden Patienten, x-Achse= Uberlebenszeit
in Tagen

Die Analyse nach Kaplan-Meier ergibt keine Unterschiede in der Uberlebenszeit fir die
Patienten mit und ohne nachweisebare CD28-Autoantikbrper im Stadium IV der
Tumorerkrankung und ist in Abbildung 8 dargestellt (p=0,306, log-Rank-Test).



5.4 Verlaufsbeurteilung

In Tabelle 19 werden die Tage zwischen der letzten Ipilimumab-Gabe und der letzten
Blutentnahme dargestellt. Bei 9 der insgesamt 19 Patienten gab es Blutwerte, die nach
Beendigung der Ipilimumabtherapie bestimmt wurden; fir diese Patienten konnte der weitere
Verlauf beurteilt werden. Die langste Zeitspanne zwischen Ende der Ipilimumabtherapie und
der letzten Blutentnahme betrug 349 Tage. Bei 10 Patienten und damit mehr als der Halfte
der Patienten fand die letzte Blutentnahme zum Zeitpunkt der letzten Ipilimumab-Gabe statt.

Gliltige Kumulierte

Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
0 10 52,6 % 52,6 % 52,6 %
21 1 5,3 % 5,3 % 57,9 %
42 1 5,3 % 5,3 % 63,2 %
63 1 5,3 % 5,3 % 68,4 %
126 1 5,3 % 5,3 % 73,7 %
152 1 53% 53% 78,9 %
204 1 53% 53% 84,2 %
251 1 53% 53% 89,5 %
301 1 5,3 % 5,3 % 94,7 %
349 1 5,3 % 5,3 % 100,0 %
Gesamt 19 100,0 % 100,0 %

Tabelle 19: Tage zwischen Ende der Ipilimumabtherapie und letzter Blutentnahme




5.4.1 HOhe der CD28-Autoantikdrperkonzentration in Abhangigkeit von der Zeit

In Abbildung 9 werden die Titerverlaufe der Patienten mit vorhandenen CD28-
Autoantikérpern wahrend der Behandlung von Ipilimumab und wahrend der darauffolgenden

Weiterbehandlung bzw. Weiterbetreuung dargestellt und beschrieben.

Abbildung 9:
3,0 |
=P 10
2,5 -=-P 16
< P 19
o 20
o 7 P18
He) R
E 1,5 =¥=P 9
g -e-P12
<—E> 1,0 1 N\ =P 13
Q P8
N 05
@) : - P3
0,0 £ ‘ ‘ ‘ |
0 100 200 300 400
Zeit nach Therapiebeginn

Abbildung 9: CD28-Titer im Verlauf, die y-Achse beschreibt die Serokonzentration der CD28-
Autoantikdrper in Abhangigkeit von der Zeit (x-Achse), P=Patient

Patient 10

Bei Patient 10 wurde die Serokonzentration der CD28-Autoantikorper Uber einen Zeitraum
von 370 Tagen und damit Uber etwa ein gesamtes Jahr verfolgt. Fir diesen Patienten konnte
der langste Kurvenverlauf dokumentiert werden. Anfangs fanden die Blutentnahmen
wahrend der Ipilimumab-Gabe und damit im Abstand von drei Wochen statt. Danach fanden
noch weitere acht Kontrollen statt, die den Kurvenverlauf darstellen. Die Serokonversion
erfolgte nach 42 Tagen (nach der dritten Ipilimumab-Gabe). Die maximale Serokonzentration
der Antikdrper wurde im Rahmen der 6. Blutentnahme an Tag 162 gemessen und betrug

2,435. Nach diesem Peak fiel die Kurve stetig wieder ab; bei der letzten Blutentnahme am



Tag 370 konnte noch eine CD28-Autoantikdrper-Konzentration von 0,0633 verzeichnet

werden.
Patient 16

Die Serokonversion fand bei diesem Patienten an Tag 42, nach der 3. Ipilimumab- Gabe
statt, die Titerh6he der CD28-Autoantikdrper im Serum konnte lber einen Zeitraum von 215
Tagen beobachtet werden, wobei die ersten Serumproben direkt vor der jeweiligen

Ipilimumab-Gabe enthommen wurden und die letzte Serumkontrolle an Tag 215 erfolgte.
Patient 19

Bei Patient 19 sind die Serumspiegel der CD28-Autoantikbrper jeweils vor den vier
Ipilimumab-Gaben gemessen worden. Der Titer der CD28-Autoantikdrper zeigte hier einen
vergleichsweise starken Anstieg. Der anfangs seronegative Patient wies an Tag 21 eine
Serokonversion auf und zeigte an Tag 42 (dritte Ipilimumab-Gabe) ein Maximum des CD28-

Autoantikorpertiters mit einer Serumkonzentration von 1,803.
Patient 18

Die Hohe der CD28-Autoantikbrper konnten jeweils wahrend der ersten drei
Ipilimumabbehandlungen gemessen werden und zeigten an Tag 42 einen leichten Anstieg

der Serokonzentration.
Patient 9

Die Titer der CD28-Autoantikérper von Patient 9 wurden an acht Zeitpunkten gemessen. Die
Serokonversion fand nach der zweiten Ipilimumab-Gabe statt. Die H6he der CD28-
Autoantikdrperkonzentration nahm im Verlauf stetig zu und zeigte am letzten Messtag (Tag
189) mit 1,115 ein Maximum.

Patient 12

Die Serokonversion fand bei diesem Patienten nach der vierten Ipilimumab-Gabe statt. Nach
der Ipilimumab-Behandlung wurde an Tag 84 ein weiteres Mal die HOhe der CD28-
Autoantikdrper im Serum mit 0.415 bestimmt, somit konnte ein Anstieg nach dem vierten

Messzeitpunkt an Tag 63 festgestellt werden.
Patient 13

Die Hohe der CD28-Serumautoantikdrper konnte hier an jeweils 10 Messzeitpunkten
bestimmt werden. Die Serokonversion fand nach der zweiten Ipilimumab-Gabe statt. Der

Titer der CD28-Autoantikdrper zeigte sein Maximum am 6. Messzeitpunkt an Tag 111 mit



2,198, im weiteren Kurvenverlauf nahm die Hohe der CD28-Autoantikdrper zunachst steil ab,
nach der achten Messung an Tag 161 mit 0,349 nahm die Kurve nur noch leicht ab. Die
letzte Messung fand an Tag 281 statt und wies eine Konzentration von 0,245 auf.

Patient 8

Patient 8 wies als einziger des untersuchten Kollektivs bereits zu Beginn der Therapie mit
Ipilimumab CD28-Autoantikdrper im Serum auf. Der CD28-Autoantikérper-Titer konnte nur
an zwei Messzeitpunkten bestimmt werden. Die Konzentration stieg zwischen der 1. und 2.
Gabe steil an und lag bei 0,314 an Tag 1 und bei 0,847 an Tag 22.

Patient 3

Zu Patient 3 liegen Werte von drei Messzeitpunkten vor. Hier fand die Serokonversion nach
der zweiten Ipilimumab-Gabe statt. Die Titerhdhe der CD28-Autoantikdrper stieg bei der
zweiten Ipilimumab-Gabe auf 0,275 an Tag 22 an und fiel daraufhin zum Tag 43 mit 0,256
wieder leicht ab.



6 Diskussion

Der CD28-Rezeptor und der CTLA-4-Rezeptor, sowie gegen diese gerichtete AntikOrper
(sowohl therapeutische als auch Autoantikdrper) sind seit LAngerem Gegenstand der

medizinischen Forschung.

CD28 und CTLA-4 sind Gegenspieler in Bezug auf die Aktivierung bzw. die Inhibition von T-
Zellen und spielen eine wichtige Rolle im Immungeschehen. Wéhrend die Bindung von B7-
Molekilen an CD28 als costimulatorisches Signal die Aktivierung von T-Zellen steigert, fuhrt
die Bindung von B7-Molekilen an CTLA-4 zu einer Inhibition der T-Zell-Aktivitdt und bremst
damit die T-Zell-Proliferation (Wolchok & Saenger, 2008).

2006 wurden in Seren von Atopikern erstmals CD28-Autoantikorper nachgewiesen. In vitro
fuhrten diese CD28-Autoantikdrper-positiven Patientenseren zu einer starken Proliferation
von T-Zellen (Neuber, Mahnss, Hiubner, Gergely, & Weichenthal, 2006). Aus dieser
Beobachtung folgerten die Autoren, dass die enthaltenen CD28-Autoantikdrper die
Entziindung im Rahmen atopischer Erkrankungen, wie des endogenen Ekzems, aufrecht
erhalten und somit proinflammatorische Eigenschaften besitzen.

2013 wurde das Vorkommen von CD28-Autoantikdrpern bei  verschiedenen
Patientengruppen untersucht (Korner, et al., 2013). Die Studie von Korner et al. untersuchte
Melanompatienten in den verschiedenen Stadien der Erkrankung und verschiedene
Vergleichsgruppen, darunter Patienten mit nachgewiesener Hepatitis B- oder Hepatitis C-
Infektion, Patienten mit IgE-vermittelten Allergien vom Soforttyp, Patienten mit
Plasmozytom/multiplem Myelom, Patienten mit Psoriasis, sowie 140 gesunde Blutspender.
In dieser Untersuchung war das Vorkommen von CD28-Autoantikdrpern signifikant mit der
zugrunde liegenden Erkrankung assoziiert. Die Gruppe der gesunden Blutspender hatte mit
1,4 % den geringsten Anteil an CD28-positiven Probanden verglichen mit den Patienten mit
Psoriasis (3,85 %), mit Allergien (7,4 %), multiplem Myelom (8,7 %), Virushepatitis (21,2 %)
und malignem Melanom (18,3 %) (Kdrner, et al., 2013). Hier war vor allem auffallig, dass die
gesunde  Vergleichsgruppe (Gruppe der gesunden Blutspender), die nicht
(immunstimulierend) therapiert worden war, einen signifikant geringeren Anteil an CD28-
positiven Seren aufwies als die Ubrigen Probanden. Des Weiteren haben Patienten mit
Virushepatitis mit 21,2 % und malignem Melanom mit 18,3 % einen vergleichsweise hohen
Anteil an CD28-positiven Seren (Korner, et al.,, 2013). Der Unterschied dieser beiden
Gruppen gegeniber den restlichen Probanden war statistisch signifikant. Der hohe CD28-
Autoantikérperanteil betraf somit vor allem diejenigen Patientengruppen, die zuvor auch zu
einem grofRen Anteil mit Interferonen behandelt worden waren. Eine Interferonbehandlung

hatten alle Patienten mit Hepatitis und ein Teil der Melanompatienten erhalten. Hieraus



konnte geschlussfolgert werden, dass eine immunstimulierende Therapie mit z.B. Interferon-
alpha oder pegylierten Interferonen die Bildung von CD28-Autoantikérpern induzieren kann
(Korner, et al., 2013). AuRerdem zeigte die Studie, dass vorhandene CD28-Autoantikdrper
bei Melanompatienten mit einem erhdhten Risiko an der Tumorerkrankung zu versterben,
vergesellschaftet waren. Eine prognostische Bedeutung von CD28-Autoantikdrpern fur den
Verlauf der Melanomerkrankung erschien damit wahrscheinlich (Korner, et al., 2013).

Prinzipiell ist das Vorkommen sowohl aktivierender als auch inhibitorischer CD28-
Autoantikorper  denkbar.  Aktivierende  CD28-Autoantikdrper  kdnnen  einerseits
immunstimulatorisch wirken, indem sie als Superagonisten am CD28-Rezeptor agieren und
ohne ein zusatzliches tber den T-Zell-Rezeptor vermitteltes Signal praferenziell Effektor-T-
Zellen stimulieren. Andererseits ist es vorstellbar, dass diese Antikbrper immunsuppressiv
wirken, indem sie entweder praferentiell regulatorische T-Zellen aktivieren oder aber den T-
Zell-Rezeptor direkt blockieren. Nach Marshall ist auch eine dosisabhangige Wirkung
derartiger Antikorper moglich. So kdnnten z.B. superagonistische CD28-Autoantikorper in
niedriger Dosierung préaferenziell regulatorische T-Zellen aktivieren und damit die Aktivitat
des Immunssystem drosseln, in hoherer Dosierung koénnten diese jedoch bevorzugt zur
Aktivierung von T-Effektorzellen beitragen und damit die Immunantwort steigern (Marshall,
2006).

Eine experimentelle Analyse der hier untersuchten Seren, die nicht Gegenstand der
vorliegenden Doktorarbeit war, zeigte, dass alle CD28-Autoantikdrper-positiven Seren und
die darin enthaltenen CD28-Autoantikérper nach Aufreinigung direkt blockierend auf den
CD28-Rezeptor von Jurkatzellen wirkte (Pfohler C. , et al., 2014).

Eine Studie von Bowhuis et al. zeigte bei Melanompatienten, die Polymorphismen des
CD28-Gens aufwiesen, ein verkirztes progressionsfreies Uberleben. Die Polymorphismen
schienen sich hier negativ auf die reguldare Funktion des CD28-Rezeptors auszuwirken
(Bowhuis, et al.,, 2010). Ein Funktionsverlust oder die Inaktivierung des CD28-Rezeptors
resultiert grundsétzlich in einer verminderten Fahigkeit der T-Lymphozyten zu prolifererieren
und einer Tendenz zu einer erhdhten Apoptoseneigung der T-Zellen (Effros, 2000).
Angesichts dieser Erkenntnisse, liegt die Vermutung nahe, dass CD28-Autoantiktrper
ebenfalls die regulare Funktion des CD28-Rezeptors modulieren kénnten. In vitro konnten
inhibitorische Effekte von CD28-Autoantikbrpern von Melanompatienten auf Jurkatzellen
nachgewiesen werden (Korner, et al., 2013). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass ein
Zusammenhang zwischen der Hohe der CD28-Autoantikdrper und der Inaktivierung der
Zellen besteht. Eine hohe CD28-Autoantikdrperkonzentration resultierte in einer starkeren

Inhibition der Jurkatzellen als eine niedrige Konzentration (Kdrner, et al., 2013).



Eine Untersuchung der progressionsfreien Uberlebenszeit und der Uberlebenszeit von
Melanompatienten unter Ipilimumabtherapie in Abhangigkeit vom Vorhandensein von CD28-
Autoantikorpern im Serum wurde bisher noch nicht durchgefiihrt und war Thema der
vorliegenden Untersuchung.

Von den 19 in die Studie eingeschlossenen Patienten konnten bei neun (47,4 %) CD28-
Autoantikérper im Serum festgestellt werden. Hiervon wies ein Patient bereits zu Beginn der
Studie CD28-Autoantikdrper auf. Dieser war im Vorfeld nicht mit Interferon behandelt
worden. Bei acht von neun Patienten (88,9 %) waren zu Beginn keine CD28-Autoantikorper
nachweisbar: Die Patienten zeigten im Studienverlauf eine Serokonversion, d.h. erst im
Verlauf der Erkrankung und nach einer unterschiedlichen Anzahl von Ipilimumab-Gaben
konnten CD28-Autoantikorper im Serum festgestellt werden. Die Ubrigen zehn Patienten
(52,6 %) wiesen wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes keine CD28-
Autoantikérper auf.

Bei Korner et al. wiesen mit 18,3 % der Melanompatienten wesentlich weniger Patienten
CD28-Autoantikorper auf als in der vorliegenden Studie, in der rund die Halfte der Patienten
(47,4 %) CD28-Autoantikorper entwickelte. Unterschiede liegen in der Therapie und den
Tumorstadien zu Beginn der Studie begriindet. Die Melanompatienten von Kérner et al.
befanden sich in verschiedenen Stadien (I-IV) der Erkrankung und sind nicht mit Ipilimumab
behandelt worden. Das vorliegende Patientenkollektiv besteht groftenteils aus
Melanompatienten im Stadium IV (16/19) und wenigen Patienten im Stadium Il (3/19), die
allesamt mit Ipilimumab behandelt wurden. Es muss aber, unabhangig von der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Kollektive, angenommen werden, dass eine
Ipilimumabtherapie genau wie eine Therapie mit Interferon-alpha, CD28-Autoantiktrper
induzieren kann, dies aber bei einem deutlich hdheren Prozentsatz der Patienten.
Grundsatzlich ist dies nicht verwunderlich, da es unter Therapie mit Checkpointinhibitoren
wie Ipilimumab regelhaft zu Autoimmunpha&nomenen und zur Bildung von Autoantikdrpern
kommt (Korner, et al., 2013) (Neuber, Mahnss, Hiibner, Gergely, & Weichenthal, 2006).

Im hier untersuchten Patientenkollektiv ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Patientengruppen in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben (p=0,702),
lediglich eine Tendenz fur ein verlangertes progressionsfreies Uberleben bei Patienten ohne
CD28-Autoantikorper. Patienten mit CD28-Autoantikbrper hatten eine mediane
progressionsfreie  Uberlebenszeit von 76 Tagen. Die mediane progressionsfreie
Uberlebenszeit von Patienten ohne CD28-Autoantikdrper betrug 85 Tage. Dieser

Unterschied war statistisch nicht signifikant.



Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus Patienten in verschiedenen
Krankheitsstadien, so waren zu Therapiebeginn von den insgesamt 19 Patienten 16
Patienten im Stadium IV und drei Patienten im Stadium Ill. Die unterschiedlichen
Tumorstadien zu Therapiebeginn sind per se mit einer unterschiedlichen Prognose
verbunden. Daher mussten die Patienten der einzelnen Tumorstadien getrennt beurteilt

werden.

Unter den Patienten im Stadium IV der Tumorerkrankung ergab sich beim progressionsfreien
Uberleben ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen
(p=0,236). Die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit von Patienten mit CD28-
Autoantikdrpern liegt hier bei 69 Tagen. Patienten ohne CD28-Autoantikdrper hatten eine
mediane progressionsfreie Uberlebenszeit von 85 Tagen.

Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen von Koérner et al., die in ihrem Kollektiv in Bezug
auf das progressionsfreie Uberleben ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen
Melanompatienten mit CD28-Autoantikdrpern und Melanompatienten ohne CD28-
Autoantikdrpern fanden (Kérner, et al., 2013).

Die mediane Uberlebenszeit fiir alle Patienten betrug in der hier vorliegenden Untersuchung
fur die Patienten mit CD28-Autoantikérpern 331 Tage und ist damit im Vergleich zu den
Patienten ohne nachweisbare CD28-Autoantikdrper, die eine mediane Uberlebenszeit von
146 Tagen zeigen, signifikant verlangert (p=0,041). Dieses Ergebnis darf aber nicht
Uberinterpretiert werden, da nach Herausnehmen der Patienten im Stadium Ill, die per se
eine bessere Prognose haben, dieser statistisch signifikante Unterschied verschwindet.
Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes waren aus der Gruppe der Patienten ohne CD28-
Autoantikorper bereits alle Patienten verstorben. Von den neun Patienten, bei denen CD28-
Autoantikorper  nachgewiesen  werden  konnten, waren gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes sieben Patienten verstorben, zwei Patienten (77,8 %) lebten noch
zu Ende der Auswertung, beide befanden sich zu Beginn der Ipilimumabtherapie aber im
inoperablen lokoregiondr metastasierten Stadium 1l und nicht im Stadium der
Fernmetastasierung (Stadium V), weswegen dieses Ergebnis nur eingeschréankt verwertbar

ist.

Betrachtet man nur die Patienten im Stadium IV der Tumorerkrankung, zeigt sich kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen den Patienten mit bzw. ohne CD28-Autoantikdrper
(p=0,218). Die mediane Uberlebenszeit liegt hier bei den Patienten ohne CD28-
Autoantikérper bei 183 Tagen. Die Patientengruppe mit CD28-Autoantikbrpern besitzt eine

mediane Uberlebenszeit von 216 Tagen.



Verglichen mit der Auswertung des gesamten Patientenkollektivs ist die mediane
Uberlebenszeit mit 216 Tagen bei CD28-positiven Patienten im Stadium IV deutlich kurzer
als die mediane Uberlebenszeit von 331 Tagen der CD28-positiven Patienten im gesamten
Patientenkollektiv. Dies ist auf die ausgenommenen Patienten im Stadium Il zurtckzufiihren
(Patient 10, Patient 19), von denen zwei Patienten CD28-Autoantikdrper aufwiesen und mit
648 Tagen (Patient 10) und 567 Tagen (Patient 19) vergleichsweise lange Uberlebenszeiten
besitzen, die sich vor allem auf den Wert des Medians auswirken. Die verschiedenen
Ergebnisse in Bezug auf die Uberlebenszeit zwischen der Auswertung des gesamten
Patientenkollektivs (19 Patienten im Stadium Il und IV) mit einer signifikant verlangerten
Uberlebenszeit und der 16 Patienten im Stadium VI, bei der die Uberlebenszeit nicht

signifikant verlangert ist, sind ebenfalls auf die drei Patienten im Stadium III zurtickzufthren.

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Korner et al. zeigten ebenfalls keine signifikante
Korrelation zwischen der Uberlebenszeit und der Anwesenheit von CD28-Autoantikdrpern,
aber eine Tendenz fur eine langere Uberlebenszeit fur Patienten ohne CD28-Autoantikorper
(Korner, et al., 2013). Diese Tendenz zu einer langeren Uberlebenszeit fir Patienten ohne
CD28-Autoantikorper steht im Gegensatz zu den hier vorliegenden Daten. Hier zeigen vor
allem zwei Patienten eine vergleichsweise lange Uberlebenszeit: Patient 10 mit 648 Tagen
nach der ersten Ipilimumabgabe; Patient 19 war gegen Ende des Beobachtungszeitraumes
(03.09.2014) noch nicht verstorben, sodass seine Uberlebenszeit zum Auswertungszeitpunkt
462 Tage betragt. Betrachtet man die CD28-Autoantikdrperkonzentration von Patient 10 im
Verlaufe der Zeit, féllt auf, dass erst nach dem Beginn der Ipilimumabtherapie CD28-
Autoantikdrper gebildet werden und die Serumkonzentation im Verlauf der Therapie weiter
zunimmt bis zu einem Maximum an Tag 111 nach Beginn der Ipilimumabtherapie. Zur
Abnahme der CD28-Autoantikérperkonzentration kommt es erst nach Beendigung der
Ipilimumabtherapie. Die Ubrigen Patienten zeigen ahnliche Serumverlaufe. So kommt es
auch bei den meisten anderen unter der Ipilimumabtherapie i.d.R. initial zu einem starken
Anstieg der Serumkonzentration der CD28-Autoantikérper und nach Beendigung der
Therapie zu einem konsekutiven Abfall des Titers, was darauf schlie3en lasst, dass
Ipiimumab die Bildung der CD28-Autoantikorper fordert, deren Bildung aber nach
Beendigung der Therapie meist auch wieder abnimmt. Patient 10 zeigte trotz der hdchsten
gemessenen Antikorperkonzentration die langste Uberlebenszeit. Dies ist insofern
erstaunlich, als dass CD28-Autoantikdrper nach den Untersuchungen von Korner et al. in

vitro inhibitorische Effekte zeigten (Korner, et al., 2013).

Damit muss in der Konsequenz die alleinige prognostische Relevanz von CD28-

Autoantikérpern bei Melanompatienten in Frage gestellt werden. Es ist aber weiterhin



denkbar, dass CD28-Autoantikbrper in Verbindung mit anderen Serummarkern eine

relevante prognostische Wertigkeit besitzen.

Grundsatzlich stellt sich nun die Frage, welche Auswirkungen auf eine Therapie der alleinige
Nachweis von CD28-Autoantikdrpern haben kdnnte. Wirde deren Nachweis die Beendigung
einer systemischen Therapie mit Checkpointinhibitoren rechtfertigen? Zum jetzigen Zeitpunkt

sicherlich nicht, da relevante prospektive Studien zu dieser Fragestellung nicht existieren.

Seit 2015 sind die Programmed Cell Death 1 Protein (PD-1)-Antagonisten Pembrolizumab
und Nivolumab zur Therapie des fortgeschrittenen metastasierten malignen Melanoms
zugelassen (European Medicines Agency, 2015). PD-1-Inhibitoren greifen an anderer Stelle
als Ipilimumab in das Immungeschehen ein. Indem sie die Interaktion von PD-1-Rezeptor mit
dem PD-1-Liganden unterbinden, verhindern sie die aus einer solchen Bindung resultierende
Deaktivierung oder Herabregulierung von T-Zellen (Heinzerling, Hartmann, Hund, & Schuler,
2014). Kurzlich durchgefuihrte Studien konnten die Uberlegenheit von Pembrolizumab und
Nivolumab gegeniber Ipilimumab in Hinblick auf die Gesamtiberlebenszeit, die
progressionsfreie Uberlebenszeit und im Hinblick auf therapiebedingte Nebenwirkungen
zeigen (Robert, et al., 2015) (Larkin, et al., 2015). Ipilimumab hat seit Zulassung der PD-1-
Inhibitoren an Bedeutung verloren und stellt in der Monotherapie nicht mehr den
Checkpointinhibitor der ersten Wahl dar. Die Substanz wurde aber 2016 in Kombination mit
Nivolumab zur Behandlung inoperabler metastasierter Melanome zugelassen (Larkin J. , et
al., 2015). Nach einer jungst durchgefihrten Langzeitstudie von Schadendorf et al. zur
Monotherapie mit Ipilimumab bei Melanomen (berlebte die Halfte der Patienten das erste
Jahr der Behandlung nicht. Jedoch zeigten die Kaplan-Meyer-Kurven eine Plateau-Phase,
die vom dritten Jahr nach Behandlungsbeginn bis zum zehnten Jahr anhalt, woraus
geschlussfolgert werden kann, dass Patienten, die das dritte Behandlungsjahr nach Beginn
der Monotherapie mit Ipilimumab (berlebt haben, mit groBer Wahrscheinlichkeit auch die

nachsten sieben Jahre tberleben werden (Schadendorf, et al., 2015).

Die Unterschiede in den Ergebnissen beziiglich der Uberlebenszeit in der vorliegenden
Arbeit und der Studie von Korner et al. kdnnen unter anderem auch durch die verschiedenen
nachfolgenden Therapien begriindet sein. Die Patienten beider Studien wurden nachfolgend
mit Chemotherapien, Bestrahlung oder anderen zielgerichteten Therapien behandelt, welche

ebenfalls den weiteren Krankheitsverlauf und die Prognose der Patienten beeinflussen.

Ein weiterer Aspekt ist das uneinheitliche Patientenkollektiv. Die Patienten dieser Studie
befanden sich zu Therapiebeginn ausschlielich im Stadium 1V (16/19) bzw. im Stadium Il
Es wurden getrennte Auswertungen fir die 16 Patienten im Stadium IV vorgenommen, da

die Patienten aus verschiedenen Tumorstadien, aufgrund der unterschiedlichen Prognose



nicht verglichen werden kénnen. Die Melanompatienten aus der Studie von Kdérner et. al.
befanden sich zu Studienbeginn in den Stadien I-IV nach AJCC. Die Kollektive sind daher
nur eingeschrénkt bis gar nicht miteinander vergleichbar, da die verschiedenen
Krankheitsstadien eine unterschiedliche Prognose haben und hiervon sowohl die
progressionsfreie Uberlebenszeit als auch die Gesamtiiberlebenszeit vom Stadium abhangig
sind (Balch, et al., 2009).

Die hier vorliegende Untersuchung stellt zudem eine klinische, retrospektive longitudinale
und monozentrische Studie dar, die mit 19 Patienten nur eine sehr kleine Anzahl an
Patienten einschlie3t. Durch den sehr kleinen Stichprobenumfang sind alle Ergebnisse nur
ein erstes Resultat, das in seiner Aussagekraft nicht Uberinterpretiert werden darf. Um die
Aussagekraft der Ergebnisse zu erh6hen, missten prospektive multizentrische Studien mit
einer gréReren Probandenanzahl durchgefiihrt werden. Hier sollten dann auch verschiedene
Kollektive, moglichst nur im Stadium IV verglichen werden: Patienten mit Ipilimumab-
Monotherapie, Patienten unter Monotherapie mit Pembrolizumab oder Nivolumab und
Patienten, die eine Kombinationstherapie aus Ipilimumab und Nivolumab erhalten.



7 Anhang

7.1 Auswertungstabelle

Nr Gen- | Alter | Sta- AK Typ Zyklen | INF Progressions- | Uber-
der In dium freie lebens-
Jahren | Nach Uberlebens- | zeitin
AJCC zeitin Tagen | Tagen

1 0 74 v 0 SSM | 4 1 83 186

2 0 60 v 0 UCc™M | 4 0 65 364

3 1 73 v 1 ALM |3 1 47 48

4 0 75 v 0 Uc™M | 4 0 85 188

5 0 75 v 0 NM 3 0 56

6 1 71 v 0 SSM | 3 0 33 109

7 1 74 1] 0 SSM 4 1 86 98

8 0 81 \ 1 DM 2 0 69 216

9 0 82 \ 1 NM 4 1 113 331

10 0 46 1] 1 SSM 2 1 105 648

11 0 72 \ 0 UCM | 4 0 85 327

12 1 56 \ 1 NM 4 1 84 196

13 0 76 v 1 SSM | 4 0 33 387

14 0 68 v 0 NM 4 1 85 88

15 0 59 v 0 SSM | 4 0 91 183

16 0 50 1] 1 NM 4 0 76

17 1 56 \ 0 NM 4 1 21 146

18 1 72 \ 1 UCM | 2 0 44 78

19 0 62 1] 1 ALM | 4 0 120

Tabelle 20: Auswertungstabelle

Gender:0=méannlich, 1=weiblich; AK:CD28-Autoantikdrper:0= keine CD28-Autoantikdrper im Serum
vorhanden, 1= CD28-Autoantikdrper im Serum vorhanden; Typ=Melanomart, SSM= superfiziell
spreitendes Melanom, NM=noduldres Melanom, UCM=unklassifizerbares Melanom; ALM=akrolentigindses
Melanom; DM=desmoplastisches Melanom; Zyklen= Anzahl der durchgefuhrten Ipilimumabzyklen;
INF:zuvor durchgefuhrte Interferontherapie, 1= vorangehende Interferontherapie, O=keine vorangehende
Interferontherapie; Progressionsfreie Uberlebenszeit=Tage zwischen 1.Ipilimumabgabe und Progress;
Uberlebenszeit=Tage zwischen 1. Ipilimumabgabe und Tod
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