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1.) Einleitung
1.1 Melanom Definition

Unter einem Melanom, bekannt auch als Schwarzer Hautkrebs, versteht man die
bdsartige Transformation von Pigmentzellen, den sogenannten Melanozyten, die
sich im Stratum basale der Epidermis befinden. Klinisch zeigt es sich
unterschiedlich pigmentiert, braun bis schwarz, mit inhomogenen Grenzverlauf
und asymmetrischer Form. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einem
aggressiven Wachstum in der Horizontalen und spater auch in die vertikalen
Hautschichten. Melanozyten stammen ursprunglich von der Neuralleiste ab,
damit gelingt es den transformierten Zellen durch die Eigenschaft der Expression
von Signalmolekilen und Migration in andere Hautschichten sich rasch zu
metastasieren'. Unbehandelt verlduft diese Tumorerkrankung innerhalb

kirzester Zeit todlich.

1.2 Melanom Epidemiologie

Die Inzidenz maligner Melanome ist in der Zeitspanne von 1975 bis 2018
innerhalb von etwa vier Dekaden um 320% angestiegen?. Allein unter der
hellhdutigen weltweiten Bevolkerung kommt es jahrlich zu einem Anstieg von 3%-

7% an Neuerkrankungen3.

In Europa betragt die jahrliche Inzidenz 10-25 Falle pro 100.000 Einwohnern mit
steigender Tendenz*. Schaut man sich die Zahlen in Deutschland an, erkrankten
z.B. im Jahre 2022 etwa 25.000 Neupatienten an einem kutanem Melanom?®. Im
Jahre 2012 lag die Zahl der Neuerkrankungen dagegen bei knapp 21.000

Patienten®.

Bei den Geschlechtern Iasst sich die wachsende Inzidenz anhand des Anstiegs
von 1999 bis 2012 zusatzlich verdeutlichen, bei der die Anzahl pro Jahr von 13,7
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Fallen auf 26,5 Fallen pro 100.000 Mannern registriert wurde. Bei Frauen
hingegen liel3 sich ein etwas geringerer Anstieg von 16,5 Fallen auf 25,3 Fallen

ermitteln’.

Das Robert Koch-Institut zeigte auf, dass es im Jahre 2008 zu einem rasanten
Anstieg der neuaufgezeichneten Melanomneuerkrankungen kam, welche sich
vermutlich durch die damals neu eingefuhrte Hautkrebs-Screening-
Untersuchung erklaren lasst®®. Die Sterberate ist hingegen konstant, trotz der
steigenden Inzidenzrate, und kann durch die frihere Diagnostik in
Anfangsstadien begriindet werden. Bei rechtzeitiger Diagnostik ist die Einleitung
einer Therapie mit kurativer Absicht eher gegeben’. Es ist jedoch zu erwahnen,
dass von allen Hautkrebsarten, das maligne Melanom etwa 90% aller Sterbefalle

ausmacht und damit prognostisch gesehen am ungiinstigsten ist'°.

Das durchschnittliche Alter mit der Diagnose des malignen Melanoms konfrontiert
zu werden, unterscheidet sich bei Frauen und Mannern. So erkrankten im Jahre
2020 Frauen durchschnittlich im Alter von 63 Jahren, Manner hingegen 6 Jahre

spater im Alter von 69 Jahren®.

Risikofaktoren, die eine signifikante Korrelation mit dem Auftreten der Erkrankung
aufweisen, sind zum einen die intermittierende und intensive Aussetzung der UV-
Strahlung, insbesondere die Anzahl an Sonnenbranden, die Familienhistorie,
bereits vorhandene Navi, fortgeschrittenes Alter und der ethnisch pradisponierte
weile Hauttyp'. In der Studie von Keim et al konnte nachgewiesen werden, dass
mehr als 90% der kutanen Melanomfalle in Deutschland und Danemark der

Aussetzung an UV-Strahlung zurlckzufiihren sind’2.

1.3 Melanom Klassifikation und Stadieneinteilung

Bereits in den 70er Jahren veroffentlichte Clark et al seine Einteilung des
malignen Melanoms in vier grol3e Subtypen, bei der das superfiziell spreitende

Melanom (SSM) mit ca. 50% die am haufigsten vorkommende Variante ist.
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Gefolgt von dem nodularem Melanom (NM), dem Lentigo-maligna-Melanom
(LMM) und dem akrolentigindsem Melanom (ALM)'3,

Die American Joint Committee on Cancer [AJCC] aktualisierte in ihrer 8. Version
ihre bisherige Gliederung der TNM-Klassifikation”. Erneuert haben sich zum
Beispiel die genauere Definition der Tumordicke der T1 Tumore, die
Tumormitoserate fur das Staging der T1 Tumore wurde entfernt und die

Ulzeration des Primartumors wurde eingefiigt’-14.

Die S3 Leitlinie fir Melanome aus dem Jahr 2020 gibt die TNM-Klassifikation
wieder. Sie ermdglicht damit eine prazise Einteilung nach den zuzutreffenden
Kriterien fur den Primartumor (T), die regionaren Lymphknoten (N) und
vorhandener Fernmetastasen (M). Anhand der vorgegebenen Klassifikation kann
der Schweregrad und das Stadium ermittelt werden und damit die optimale

Therapie fur jeden individuellen Fall bestimmt werden.
Im Folgenden wird grob die Stadieneinteilung erlautert:

Der Ulzerationsstatus im Stadium | und Il wird mit den Buchstaben a= ohne

Ulzeration und b= mit Ulzeration erganzt.

Stadium 0 umfasst dabei alle in-Situ Tumore (Tis-Status), ohne jegliche
Metastasierungshinweise (NO und MO).

Stadium | umschliel3t Patienten mit

- Tumoren bis zu einer Tumordicke von <1 mm (T1a, b Status)

- Tumoren bis zu einer Dicke von >1- 2 mm (T2a Status)
Es liegen keine Metastasierung vor (NO und MO Status).
Stadium Il umfasst Patienten mit

- Tumoren >1-2mm (T2b Status)
- Tumoren >2-4 mm (T3a, b Status)

- Tumoren >4mm (T4a, b Status)

Es liegen keine Metastasierungen vor (NO und MO Status).
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Stadium Ill kennzeichnet sich zusatzlich zu der Tumordicke durch das Vorliegen
von klinisch nicht-nachweisbaren, nachweisbaren und metastatisch befallener
regionarer Lymphknoten oder sobald Satellit-/ In-transit-Metastasen vorliegen.
Des Weiteren wird die Anzahl der befallenen Lymphknoten bei der Angabe des
N-Status 1-3 in Betracht gezogen. Es liegen jedoch keine Fernmetastasen vor
(MO Status).

Stadium 1V liegt vor sobald in Geweben und Organen jenseits des Primarius

Fernmetastasen aufzufinden sind.

Fir die genauere Einteilung wird auf die S3-Leitlinie verwiesen’.

1.4 Melanom Diagnose und Therapie

Bei der Diagnose ist eine maligne Hautveranderung von einer benignen
abzugrenzen. Dies gelingt vor allem durch die berlchtigte ABCDE- Regel, bei der
die Asymmetrie, Begrenzung, das Colorit, der Durchmesser und die Erhabenheit

beurteilt werden.

Nach sorgfaltiger Begutachtung des auffalligen Navus und entsprechender
Vermutung einer ausgehenden Malignitat, sollte, nach Empfehlung der Leitlinie,
zur histologischen Sicherung eine akkurate Komplettexision mit kleinem
Sicherheitsabstand stattfinden’. Zur histologischen Diagnosestellung wird
mithilfe des Invasions-Levels nach Clark das Einwachsen in die verschiedenen
Hautschichten bewertet und mit der Breslow-Dicke die vertikale Tumordicke

bestimmt’®.

Durch die vollstandige Entfernung des Navi wird die Wahrscheinlichkeit eines
Rezidives bei moglicher Malignitat weitestgehend ausgeschlossen'®. Je nach
Tumordicke (nach Breslow) wird bei gleich oder groRer als 1-2 mm ein
Sicherheitsabstand von 1 cm gewahlt und bei >2-4 mm ein Sicherheitsabstand
von 2 cm bestimmt’. Die Entscheidung einen groReren Sicherheitsabstand zu

wahlen, wird mit einer verringerten Mortalitatsrate in Verbindung gesetzt'”.
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Bei der Nachkontrolle mit mikroskopischen (R1-Situation) bzw.
makroskopischem (R2-Situation) Anhalt fur Resttumorgewebe muss
nachexzidiert werden, um den Residualtumor zu entfernen und damit die RO-
Situation zu erreichen’. Betragt dabei die Dicke des Primartumors um die 1,2-3,5
mm, wird nach Morton et al die zusatzliche Entfernung und Observation der

Wachterlymphknoten empfohlen’®.

Ist durch operative Entfernung nicht mit einer Komplettremission zu rechnen oder
ist das befallene Gebiet inoperabel, bestehen sekundare Therapiemdglichkeiten,
wie die Strahlentherapie oder auch die Chemotherapie, um die Metastasierung
zu verhindern’. Patienten ab dem Stadium |l wird eine adjuvante
Interferontherapie empfohlen und Patienten ab dem Stadium Ill mit einer BRAF-

V600 Mutation wird eine zielgerichtete Therapie empfohlen’.

Die zielgerichtete Therapie ist eine Therapieform, die die mutierte B-RAF-
Proteinkinase im MAP-Kinase-Signalweg der Tumorzellen inhibiert, die sonst
aufgrund der Mutation endlos Wachstumssignale ausschittet’®. Fallt ein
Nachweis fur die BRAF Genmutation positiv aus (Mutation im Codon V600E oder
V600K), kommen BRAF und MEK(MAP/Erk-Kinase) Inhibitoren, wie
Vemurafenib, Dabrafenib oder Trametinib, zum Einsatz, die gezielt das
unkontrollierte Tumorwachstum ausbremsen’. Bei Behandlung zeigen Patienten
mit Vorliegen dieser Mutation eine rasche Ansprechrate auf die Medikation und
eine allgemein verlangerte Uberlebenszeit?®. Nachteil der zielgerichteten
Therapie mittels des Proteininhibitors ist die allmahliche Resistenz gegenuber
der Medikation durch die standige Mutation der Tumorzellen?'. Im Gegensatz zu
einer herkdbmmlichen Chemotherapie kann das Gesamtuberleben durch

zielgerichtete Therapie jedoch verbessert werden?.

1.4.1 Checkpoint-Inhibitoren

Patienten ab dem Stadium IIB wird eine adjuvante Medikamententherapie mit
Checkpoint-Inhibitoren, wie z.B. Nivolumab, Pembrolizumab empfohlen’22.
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Checkpoint-Inhibitoren sind die modernen Systemtherapien, die allmahlich die
Chemotherapeutika ablésen. Bei den sogenannten Immuncheckpoints handelt
es sich um naturliche Regulationsrezeptoren, die auf kdrpereigenen Immunzellen
vorkommen. Die Hauptaufgabe besteht darin, die T-Zellfunktionalitat zu
gewahrleisten und die Uberexpression im Sinne einer Uberfunktion von den T-
Zellen zu verhindern, um so z.B. auch eine Autoimmunerkrankung zu
verhindern?3. Bei den Checkpoint-Inhibitoren handelt es sich oftmals um
monoklonale Antikorper, die die inhibitorischen Proteine und Liganden der T-
Zellen und Krebszellen inaktivieren. Dem Immunsystem gelingt es dadurch die

eigene Immunantwort gegen die nun erkennbaren Tumorzellen zu richten.

Der erste Immuncheckpoint-Inhibitor (ICl) fur Melanompatienten war der
monoklonale Antikorper Ipilimumab, der im Jahre 2011 auf dem Markt erschien?*.
So konnte bei einigen Patienten allein durch die Gabe von Ipilimumab das
mediane Gesamtuberleben bis auf 3 Jahre verbessert werden, welche zuvor bei
Patienten im Stadium IV bei 8-10 Monaten lag?°.

Ipilimumab agiert als CTLA-4 (cytotoxic-T-lymphocyte-associated-protein 4)
Inhibitor. CTLA-4 ist bei der T-Zellproliferation eine Kontrollstelle, in dem es bei
vermehrter Aktivierung der T-Lymphozyten die Proliferation der T-Zellen hemmt.
Damit diese Kettenreaktion ausgeldst wird, muss zunachst ein T-Zellrezeptor,
das ihm prasentierte Antigen Uber das MHC-Komplex erkennen, um daraufhin
aktiviert zu werden. Um die T-Zellproliferation nach erfolgreicher Aktivierung zu
ermoglichen, erfolgt Uber den gleichen Antigen-MHC-Komplex die Bindung eines
weiteren kostimulierenden Signals durch CD80 oder CD86 an CD28%%. Erst nach

erfolgreicher Bindung findet eine Proliferation der T-Zellen statt.

Um eine uberschielende Immunreaktion zu verhindern, erkennt CTLA-4 die
Ausschuttung der kostimulierenden Faktoren und sorgt fur die Inhibition der T-
Zellproliferation. Wird dieses Protein durch Checkpoint-Inhibitoren, wie dem
Ipilimumab blockiert, werden zuvor nicht rekrutierte T-Lymphozyten nun aktiviert,
die vermehrt die Tumorzellen als maligne erkennen und zur Eliminierung dieser

fihren.
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Nivolumab sowie Pembrolizumab sind anti-PD1-Antikérper (programmed death
protein 1). Die Funktion von PD1 besteht darin als regulatorisches
Transmembranprotein an den PD1-Liganden und PD2-Liganden zu binden. PD-
L1 und PD-L2 werden durch bestimmte inflammatorische Zytokine, wie dem
Interferon-y zur Transmembranexpression angeregt?’. Tumorzellen kénnen, wie
viele andere Korperzellen, die Expression von PD-L1 und PD-L2 fordern®*. Bei
chronischen Infektionen, aber auch einer Tumorerkrankung, wird die Anzahl an
T-Zellen, B-Zellen und naturlichen Killerzellen im Korper durch das Immunsystem
heraufreguliert und damit auch die Expression von PD1, welches sich auf diesen

Zellen befindet?4.

Die Interaktion von PD1 mit PD-L1 und PD-L2 ist ein naturlicher
Schutzmechanismus des Koérpers, um einer Uberreaktion des Immunsystems
entgegenzuwirken, in dem PD1 durch die Interaktion mit den Liganden eine
Apoptose der T-Zellen bewirkt. Durch die gesteigerte Expression von PD-L1 und
PD-L2 auf Tumorzellen versucht der Krebs dem Immunsystem auszuweichen.
Wird nun ein anti-PD1-Antikdrper eingesetzt, wird diese natirliche Blockade des
Immunsystems ausgeschaltet, sodass die T-Zellen im Stande sind die
Tumorzellen zu erkennen und die Apoptose einzuleiten. Deshalb ist das
Auffinden von Tumorinfiltrierenden Lymphozyten ein prognostisch gunstiger

Faktor bei der Bekdmpfung eines malignen Melanoms?8,

In der CheckMate 238 Studie konnte ein erheblicher Vorteil in Bezug auf das
rezidivfreie Uberleben in den ersten 12 Monaten (Stadium IIIB und IlIC: 72,3%
zu 61,6%; Stadium 1V: 63% zu 57,5%) und der vorkommenden Nebenwirkungen
(Grad 3 und 4: 14,4% zu 45,9%) des Medikamentes Nivolumab im Vergleich zu
Ipilimumab bei fortgeschrittenen Melanompatienten festgestellt werden?.
Aufgrund der genannten Vorteile der anti-PD1-Antikorper, empfiehlt das
Leitlinienprogramm die adjuvante Therapie mit einem anti-PD1-Antikorper im
Stadium Il und IV.

Nivolumab in Kombinationstherapie mit Ipilimumab zeigte eine Verbesserung in
der Behandlung bei Patienten mit Metastasen, aber daflr eine starkere

Nebenwirkungstendenz, @ wie die  Ausbildung von Hepatotoxizitat,
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Gastrointestinaltoxizitat, Pneumonitis, Endokrine Dysfunktion und Dermatitis3°-3".
Insbesondere Patienten mit asymptomatischen Hirnmetastasen wird jedoch
diese Kombinationstherapie als Erstlinientherapie empfohlen, da es zu einer
besseren Ansprechrate im Vergleich zu einer Nivolumab-Monotherapie kam32,

Silasi et al betrachteten rickblickend 53 Patienten im Stadium [V, die nicht
adjuvant mit einer Nivolumab und Ipilimumab Kombinationstherapie von 2019 bis
2022 behandelt wurden. Bei etwa 56% der Patienten kamen dabei
Fernmetastasen in Lymphknoten am haufigsten vor. Die mediane
progressionsfreie Uberlebenszeit nach Behandlungsstart betrug bei den
Patienten 211 Tage. Die 3-Jahres-Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit lag
dabei bei knapp 40%?33. Des Weiteren konnte in einer anderen Studie von
Eggermont et al nach Komplettresektion im Stadium Il bei adjuvanter ICI-
Therapie mit Ipilimumab eine 5-Jahres-rekurrenzfreie  Uberlebens-
wahrscheinlichkeit von etwa 41% angegeben werden3*. Bei dem Placebo lag die
Uberlebenswahrscheinlichkeit hingegen nur bei 30%. Die Gesamtiiberlebens-
wahrscheinlichkeit nach 4 Jahren betrug bei der adjuvanten Monotherapie im
Stadium Il knapp 70%. Diese zwei Studien werden in Kapitel 3.1 nochmals flr

eine Fallzahlberechnung aufgegriffen.

Es bleibt damit zu betonen, dass die Immuntherapie mittels Checkpoint-
Inhibitoren eine langfristige und prognostisch zuverlassige Therapiemethode
darstellt, die das Immunsystem zur Bekampfung des Tumors nutzt. Daraus lasst
sich schlielen, dass mittels ICI-Therapie im Vergleich zu den herkdmmlichen
Therapieformen das progressionsfreie Uberleben und die Gesamtiiberlebenszeit

bei Melanompatienten signifikant verbessert werden kann3%36,

1.5 CMV

Das menschliche Cytomegalievirus (CMV) ist ein B-Herpesvirus, das zu einer

Unterklasse an Herpesviren mit einer langsamen Replikationszeit gehort. Es
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zeigt eine strikte Einhaltung seiner Wirtspezies und etabliert sich nach der

Erstinfektion in eine lebenslange latente Infektion3”.

Von allen menschlichen Herpesviren betrachtet besitzt CMV das grof3te Genom
(~235,000 bp) und hat sich im Laufe der Evolution dem menschlichen Wirt sehr
spezifisch angepasst, weshalb es eine breite genetische Variabilitat aufweist3.
Es kann auch zu Mischinfektionen mit genetisch entfernteren Varianten kommen,
sogenannte Superinfektionen, und mit fortgeschrittenem Alter besteht die Gefahr
einer kumulativ hoheren Exposition dem Virus ausgesetzt zu sein3%4°. Demnach
kommt es zu einer nachweislich steigenden Seropravalenz im Alter*!. Aufgrund
der Heterogenitat von CMV wird immer noch an einer Impfung geforscht, die
effektiv gegen alle Varianten schiitzt®.

Das CMV vermehrt sich insbesondere in Fibroblasten, Epithel- und
Endothelzellen sowie Makrophagen. In der Latenzzeit vorwiegend in
hamatopoetischen Stammzellen und Monozyten*?. Es ist davon auszugehen,
dass die weltweite Bevolkerung eine Seropravalenz von 45%-100% aufweist, mit
den hdchsten Inzidenzen in Sidamerika, Asien und Afrika und den geringsten
Inzidenzen in Westeuropa und den USA*3. In Deutschland betragt die

Seropravalenz in etwa 55%%.

Die starken Unterschiede zwischen den einzelnen Regionen weltweit Iasst sich
durch die Exposition mit dem Virus erklaren, zu denen auch Faktoren wie soziale
Verhaltnisse, Alter, Hygienebedingungen, Sexualverhalten und Umgang mit
Kleinkindern zahlen*?. Insbesondere Kinder nach postnataler Infektion oder mit
kongenitaler Ansteckung zeigen die grofdte Viruslastmenge auf, die bis in das

8.Lebensjahr reichen kann2.

Erfolgt wahrend der Schwangerschaft eine Infektion, kann es in den ersten drei
Monaten der Schwangerschaft den Fotus dermalien schadigen, dass das Kind
spater Anomalien aufzeigt zu denen Gehorschaden, Wachstumsstorungen,
mentale Retardierung sowie Mikrozephalie gehdéren*?. Zudem weisen diese
Kinder mit kongenitaler CMV ein allgemein erhdhtes Risiko fir
Sauglingssterblichkeit auf und haben aufgrund der Beeintrachtigungen

lebenslang mit den Behinderungen zu kdmpfen*4.
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Die Infektion mit dem CMV verlauft fir die Mehrheit der Bevdlkerung symptomlos,
da ein gesundes Immunsystem die Ausbreitung der Infektion in Grenzen halt. Bei
immunsupprimierten Menschen aufgrund von erworbenen Erkrankungen,
Therapien oder Organtransplantationen kann das Virus aufgrund des
heruntergekurbelten Abwehrmechanismus schwere Schaden anrichten, die von
Pneumonie, Hepatitis, Nephritis, Osophagitis, Colitis, Myelitis bis hin zum ,,End-
organ disease“ flihren kann*®#6. Es kann auch zur Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen, wie dem Lupus Erythematodes, Systemischer
Sklerose, rheumatischer Arthritis und dem Sjogren Syndrom kommen?’. Selbst
bei Menschen mit einer regelrechten Immunantwort kdnnen nach Infektion mit
CMV vermehrt kardiovaskulare Erkrankungen und Atherosklerose durch

geschadigte GefaBwande festgestellt werden.

Die Infektion verbreitet sich, wie auch bei anderen Virusarten, durch
Korperflussigkeitenaustausch. Aber auch das Ernahren eines Sauglings mit
Muttermilch  birgt gewisse Ansteckungsrisiken sowie auch Organ-

transplantationen*?.

Nach Ubertragung geht das Virus nach 4-6 Wochen Erstinfektion in eine latente
Phase Uber, in der es immer wieder lebenslang zu erneuten Reaktivierungs-

phasen kommen kann.

1.6 CMV Immunsystem Interaktion

Das Immunsystem bildet eine spezielle Abwehr, um die lebenslange Infektion zu
kontrollieren. Deshalb sind allein bis zu 10% aller T-Zellen (CD4 und CD8) im
Korper bei Seropositiven CMV spezifisch ausgelegt*®. Welche Auswirkungen
diese Spezialisierung auf das Immunsystem hat, haben verschiedene Studien

ermittelt.

So konnte in der Studie von Brodin et al anhand von 210 Zwillingen ein
signifikanter Unterschied in den Immunzellen, wie den CD8 und yo&-T-Zellen,

festgestellt werden.119 von 204 (58%) der ausgelegten Parametern waren durch
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CMV betroffen, die zu Differenzen in den Immunprofilen von seropositiven
Zwillingen fuhrten, die bei seronegativen Zwillingspaaren weniger unterschiedlich
waren®°. Anhand dieser Studie konnte der massive Einfluss von nicht erblichen
Faktoren, zu denen auch infektiose Erkrankungen, wie CMV zahlen, auf die
Variationsmoglichkeiten und  Adaptionsverhaltnisse des Immunsystems

aufgezeigt werden.

In der Studie von Chidrawar et al konnte nachgewiesen werden, wie sich ein
positiver CMV-Status auf die lymphoiden Zellen auswirkt. So kommt es zu einem
60% Zuwachs an CD8+ Zellen, zu einer gedoppelten Expression an CD45RA, zu
einer Steigerung der B-Zellen mit gleichzeitiger Unterdrickung der CD5+ Zellen
und zu einem Absinken der naiven CD4+ T-Zellen®'.

Eine gleichzeitige Infektion mit dem EBV bei vorheriger CMV-Infektion
unterdrickt die Immunitatsantwort auf die Bekampfung der CMV-Infektion,
welches ein Hinweis darauf geben konnte, dass mit dem Alter verschiedene
Infektionen durch das CMV-spezialisierte-Immunsystem reduzierter bekampft

werden und damit das Immunsystem vulnerabler ist>2.

Die gesteigerte Zunahme an differenzieten CD8+ T-Zellen bei CMV
seropositiven Individuen, die zur Immunoseneszenz fuhrt, wird in Verbindung mit
einer schnelleren Zellalterung, erhohter Entzindungsgefahr und allgemein
gesteigerten Sterblichkeit im Alter gesetzt. Es verweist auf ein sogenanntes

,,immune risk profile*53:54,

Trotz der negativen Aspekte, die eine Infektion mit CMV mit einherbringen kann,
konnte in der Studie von Furman et al ein positiver Aspekt bei jungen, gesunden
CMV positiven Individuen gegenulber Influenzaimpfungen festgestellt werden. Es
zeigte sich, dass die gesteigerte Expression an CD8+ Zellen und IFN-y eine

verbesserte Antikdrperantwort hervorruft®.

Dieser Vorteil bezieht sich aber nur auf die gesunde, junge Bevolkerung, denn
bei den alteren Altersgruppen wurde dieser Effekt nicht nachgewiesen, eher dass
es zu einer verschlechterten humoralen Immunantwort kommt%6:57. Die

immunsuprimierende Wirkung durch CMV gegen andere Viren bzw. Impfungen,
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speziell bei alteren Altersgruppen, lasst sich anhand von verschiedenen Studien
beweisen. So konnte nachgewiesen werden, dass es besonders in der alteren
Patientengruppe bei einer Influenzaimpfung zu einem geringeren Anstieg des
immunstimmulierenden |IFN-y kommt, aber zu einem hoheren Anstieg an
Entzindungsmediatoren, wie dem TNF-a und IL6 und zu einem gleichzeitigen
Ausfall der Expression an CD4+ Zellen (mit Verlust der Expression an CD28 und
CD27). Dieser immunsuprimierende Effekt zeigte sich auch bei Befall anderer
Viren, wie EBV und dem Varicella Zoster Virus, da die T-Zellen bei CMV-
Seropositiven spat differenziert sind und damit ein Verlust auf die Reaktion neuer

Antigene einhergeht52.53:56.58-61

Zudem konnte in der Studie von Nielsen et al bewiesen werden, dass auch die
Naturlichen Killerzellen eine verringerte Wirkung bzw. Zytotoxizitat bei
Seropositiven gegenuber Seronegativen gegen das Influenzavirus zeigen,

welches den Abfall an IFN-y erklart®®.

Kaczorowski et al haben bei dem Vergleich der Veranderungen in den
Immuntypen festgestellt, dass CMV-seropositive Individuen einen heterogeneren
Immuntyp aufweisen und im Vergleich mit deren Altersgruppen einem alteren

Immuntyp zugeordnet werden konnten®2,

In der Leiden 85+ Studie konnte jedoch nachgewiesen werden, dass altere CMV+
Individuen mit weniger naiven CD8+ T-Zellen, hervorgerufen durch eine CMV-

Infektion, eine langere Uberlebenszeit aufzeigten®3-64,

1.6.1 CMV und Tumorprogression

Wie bereits bekannt weist CMV vielfaltige Mechanismen auf, um dem
Immunsystem auszuweichen und als latente Infektion in seinem Wirt zu

uberleben.

So hemmt das Virus die Naturlichen Killerzellen seines Wirtes Gber verschiedene
Genabschnitte, wie dem UL18, die infizierten Zellen zu erkennen. Dieses

Genprodukt ahnelt dem humanen MHC | Komplex und wird auf den infizierten

12



1.) Einleitung

Zellen prasentiert. Die CD8 Zellrezeptoren binden an diese viralen Proteine an
anstelle des MHC 195, Das CMV Gen UL16 bindet des Weiteren an die
stimulierenden Rezeptorliganden ULBP und MICB und hemmt damit die
Natlrlichen Killerzellen®®. Weitere diskutierte Genabschnitte und ihre
resultierenden Proteine, die die Aktivitat der immunologischen cytotoxischen T-
Zellen und Naturlichen Killerzellen hemmen sind UL140, US6,US11,US3 und
us2¢7,

In einigen Untersuchungen wurde das Auffinden von CMV-DNA/- und Proteinen
vermehrt in Tumorgewebe von Brustkrebspatienten, Gehirntumoren, Ovarial-
karzinomen, Darmkarzinomen, Leberkarzinomen und Prostatakarzinomen

aufgezeigt®®-70,

Ciantl et al fihrten den Begriff ,,virale Onkomodulation® ein, um zu zeigen, dass
das Humane Cytomegalievirus zu einer Tumorprogression durch zellulare
Dysregulation und virale Mutationen fuhren, welche fur ein langeres
Zelliberleben der infizierten Zellen sorgen, ohne dabei vom Immunsystem
erkannt zu werden. Es werden optimale Bedingungen flir die onkologischen
Prozesse in dem Wirt geschaffen, die fur das Tumorwachstum entscheidend
sind®”. Je mehr der Wirt durch den Tumor Uberlastet wird, desto mehr kann sich

das Virus verbreiten”!.

Auffallig ist, dass immunkompetente Patienten mit einem Auffinden von CMV in
Tumorgeweben keinen Befall in gesundem Gewebe aufzeigen. Dies wurde daflr
sprechen, dass die tumordsen Zellen selbst eine ideale Mikroumgebung bieten,
in der die vermehrt replizierenden Viren fur eine Inflammation und

Tumorprogression flihren®”.

Den Erkenntnissen nach kénnte das Auffinden vom CMV in Tumorgeweben
Ansatze bieten, um die Immuntherapie weiter zu optimieren und das Ansprechen

auf die ICI-Therapie zu verbessern’273,

Es sollte somit erwahnt werden, dass bisher immer noch nicht genau gesagt
werden kann, ob und inwiefern CMV-infizierte Patienten im Allgemeinen

beeintrachtigt sind. Bisherige Studien konnten anhand von kleinen
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Patientengruppen verschiedenste Ergebnisse aufzeigen. Eine Mehrheit der
Studien zeigt jedoch eine negative Auswirkung von Seropositivitat auf das
Immunsystem. Entsprechend dem Alter und dem Gesundheitszustand verandert
sich das Immunsystem definitiv nach einer Infektion mit diesem Pathogen. Die
indirekten Konsequenzen nach einer CMV-Infektion und der folgende

Immunsystem-Shift werden weiterhin erforscht.

Da es wenig Erkenntnisse gibt, inwiefern die Lebensdauer von
Melanompatienten unter ICI-Therapie durch den CMV-Reaktivitatsstatus
beeinflusst wird, richtet sich ein Grol3teil der statischen Analyse in dieser Arbeit

auf die Erhebung dieser Daten.

1.7 Fragestellungen

Aus dem Hintergrund der beschriebenen Einleitung werden in dieser Dissertation

die folgenden Fragestellungen und Hypothesen analysiert:

1. In welchem Ausmall muss die Patientenkohorte gewahlt werden, um
signifikante Uberlebensunterschiede in den CMV+ und CMV- Patientengruppen

festzustellen?

2.) In der Literatur wird der negative Einfluss eines positiven Titers auf das

Uberleben beschrieben. Haben seropositive Patienten daher ein kiirzeres

- progressionsfreies Intervall

- Gesamtuberleben
im Gegensatz zu seronegativen Patienten?

3.) Zahlreiche Studien konnten den Einfluss der Therapieart mit dem Uberleben
korrelieren. Kann in dieser Patientenkohorte auch die ICI-Therapiewahl Einfluss

auf das

- progressionsfreie Intervall
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- Gesamtuberleben
der CMV+ und CMV- Melanompatienten haben?

4.) Welche Faktoren sind besonders mit einer hdheren Sterblichkeit in Bezug

auf das Gesamtuberleben dieser Patienten assoziiert?

5.) Ist in dieser Patientenkohorte auch ein Anstieg der Seropravalenz mit

fortschreitendem Alter erkennbar?

6.) Zeigen Patienten mit einem reaktiven CMV-Status aufgrund der
resultierenden optimalen Mikroumgebung fir den Tumorprogress ein grof3eres

Tumorausmald auf im Vergleich zu seronegativen Patienten?
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2.) Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv

Um das Patientenkollektiv zu sammeln, wurde in der Apotheke angefragt,
welche Patienten vom Jahre 2018 bis 2021 eine ICI-Therapie bekommen
hatten. Aus diesem Patientenregister wurde geschaut, ob noch verbliebenes
Serum aus Ruckstellproben von der S100 Bestimmung zu nutzen war. S100 ist
ein Melanom Tumormarker und wird regelmaldig bei Ambulanzkontrollen

ermittelt. Diese Seren wurden fur die CMV-Serologiebestimmung genutzt.

Patienten mit einer Datierung von weniger als 6 Wochen wurden
ausgeschlossen, da das Follow-Up nicht moglich war. Das progressionsfreie
Intervall ist als Startpunkt der Behandlung bis zum Fortschreiten der
Erkrankung zu verstehen. Das Gesamtuberleben definiert sich von Diagnosetag

bis zum letzten Follow-Up.

2.2 Fallzahlberechnung

Jede Studie bedarf einer ausreichend hohen Anzahl an Patienten, um Effekte
hypothetischer Fragestellungen als signifikant ermitteln zu konnen. Mittels der
Fallzahlberechnung nach Machin et al, ersichtlich in Formel (1),wird in dieser
Arbeit unter der Annahme eines Reaktivitatsverhaltnisses in Deutschland von
55% CMV positiver Patienten zu 45% CMV negativer Patienten, ein a-Fehler
(=Verwerfen der Nullhypothese, obwohl diese der Echtheit entspricht) von 0,05
und ein B-Fehler (= Annahme der Nullhypothese, obwohl diese der Falschheit

entspricht) von 0,2 firr die benétigte Patientenkohorte verwendet’.
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2.3 CMV-Serologie

Die CMV-Serologie wurde beim Labor Dr. Risch mit den Assays von COBAS
09118543190 (Elecsys CMV IgG) bestimmt. Der Grenztiter flr Positivitat lag bei
>1,0 U/ml.

2.4 Erhebung

Die Erhebung der Patientendaten erfolgte aus den Patientenakten des internen
SAP-Systems des Uniklinikums Tubingen. Diese Daten wurden in eine Excel
Tabelle mit pseudonymisierten Patientennummern eingetragen. Die Daten sind
im klinikinternen Q-Laufwerk zugangsgeschitzt gespeichert. Die statistische
Auswertung fand Uber die SAS Software JMP (Version 17) statt.

2.5 Statistik

Um die aufgelisteten Hypothesen zu Uberprifen, erfolgt der Vergleich zwischen

kategorialen Variablen mittels Chi?-Test. Die Uberlebensrate wird anhand der
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Kaplan-Meier-Kurve veranschaulicht. Das mediane Follow-Up wird Uber die
reverse Kaplan-Meier-Kurve visualisiert. Um die Uberlebenskurven miteinander
zu vergleichen, erfolgt die Auswertung uber den Log-Rank-Test. Der Einfluss von
verschiedenen Variablen auf die Uberlebenszeit wird Uber die Cox-

Regressionsanalyse Uberpruft.

2.6 Ethik

Der Durchfuhrung der Studie wurde von der Ethikkommission an der
Medizinischen Fakultat der Eberhard Karls Universitat mit der Projekt-Nummer
303/2022BO1 zugestimmit.
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3.) Ergebnisse

3.1 Fallzahl

Um die adaquate StichprobengroRe zur Feststellung von Uberlebens-
unterschieden zu ermitteln, wird die Fallzahlberechnung fur einen Log-Rank-Test
durchgefuhrt. So wurde unter der Annahme eines Verhaltnisses von 55% CMV
positiver Patienten zu 45% CMV negativer Patienten die Fallzahlberechnung
vorgenommen, die in Tabelle 1 ersichtlich ist:

Tabelle 1 Ergebnisse Fallzahlberechnung fiir einen Log-Rank-Test mit unterschiedlichen Proportionen der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten in der CMV positiven und CMV negativen Gruppe

Proportionen in der CMV negativen Gruppe

Proportionen in

der CMV 01| 02 |03 |04 |05|06]07]|08]|009

positiven Gruppe
0,1 306 | 106 | 61 42 33 27 23 21
0,2 288 520 | 157 | 81 53 38 30 25
0,3 96 498 675 | 189 | 93 57 40 31
0,4 53 144 | 650 764 | 204 | 96 57 39
0,5 36 73 175 | 736 783 | 201 | 91 53
0,6 27 46 84 | 189 | 754 733 | 180 | 78
0,7 22 33 50 86 | 185 | 702 614 | 142
0,8 19 25 34 50 81 | 164 | 582 427
0,9 17 21 26 33 45 68 | 126 | 395
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Unter der Annahme einen Uberlebensunterschied von mindestens 20
Prozentpunkten jeweils im Stadium Il bei adjuvanter Therapie und im Stadium
IV bei nicht adjuvanter Therapiebehandlung aufzeigen zu wollen, wird anhand
von Daten bereits stattgefundener Studien, die in Kapitel 1.4.1 erlautert wurden,
die Uberlebenswahrscheinlichkeit genutzt, um die Stichprobenanzahl fiir diese

Arbeit zu ermitteln.

Eggermont et al beobachteten eine 4-Jahres-Gesamtuberlebenswahr-
scheinlichkeit von 70% bei adjuvanter Therapie im Stadium Ill. Unter der
Annahme dieser 70% Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit, werden 10 Prozent-
punkte auf- und abgerechnet. Es ergibt sich eine Uberlebenswahrscheinlichkeit
von 60% bei den CMV+ und 80% bei den CMV-. Um somit den signifikanten
Uberlebensunterschied von 20 Prozentpunkten nachzuweisen, bendétigt man

nach dieser Fallzahlberechnung eine Stichprobengrdf3e von 180 Patienten.

Bei nicht adjuvanter Therapie im Stadium IV zeigte sich in der Studie von Silasi
et al eine 3-Jahres-Gesamtiuberlebenswahrscheinlichkeit von knapp 40%. Um
unter der Annahme dieser 40% Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit einen
signifikanten Uberlebensunterschied von 20 Prozentpunkten nachzuweisen,
werden 10 Prozentpunkte auf- und abgerechnet. Es ergibt sich eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 30% bei den CMV+ und 50% bei den CMV-.

Die bendtigte Stichprobenanzahl wurde sich auf 189 Patienten belaufen.

3.2 Patientencharakteristika

Alter

In dem betrachteten Patientenkollektiv von insgesamt 471 Patienten betrug das
mediane Alter 63 Jahre. Der alteste Patient war 91 Jahre und der jungste 19
Jahre. Die Patienten im Alter von 55-60 Jahren bildeten mit N=60 (13%) die
grolite Gruppe, knapp gefolgt von den Altersintervallen 50-55, 60-65, 75-80 und
80-85 Jahren mit je 12%. Siehe Abbildung 1:
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Abbildung 1 Altersverteilung

Geschlecht

Die Geschlechteraufteilung betragt bei den Mannern 55% (N=258) und bei den
Frauen 45% (N=213).

Subtyp

Die groflite Gruppe der vorkommenden Subtypen bildete das superfiziell
spreitende Melanom (SSM) mit 39% gefolgt von dem nodularem Melanom (NM)
mit 31%. Bei 109 Patienten ist die Einordnung nicht moglich gewesen. Die

restliche Verteilung ist der Tabelle 2 zu entnehmen.
Tumordicke

Die mediane Tumordicke betrug 2,6 mm. Die grofdte Tumordicke lag bei 28 mm
und die kleinste bei 0,1 mm. Bei 100 Patienten erfolgte keine Dokumentation.
Abbildung 2 zeigt die Verteilung der Tumordicken:
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Abbildung 2 Verteilung Tumordicke

Ulzeration

150 (44%) von 342 Patienten wiesen eine Ulzeration auf. Die restlichen 192
Patienten (56%) hatten keine Ulzerationen. Bei 129 Patienten erfolgte keine

Dokumentation.
Lokalisation

Mit 35% (N=149) kam es grofdtenteils zu einer Manifestation des Primarius im
Bereich des Rumpfes. Gefolgt von den unteren Extremitaten mit 25% (N=108)
und des Kopf- und Halsbereiches mit 17% (N=73%). Bei 44 Patienten wurden

keine Daten vorgefunden.
TNM-Klassifikation

Bei 45% der Patienten lag ein N1 Status vor. Bei 21% ein N3 Status, bei 17% ein
N2 Status gefolgt von 16% mit einem NO Status. Bei 51% lag ein MO Status vor,
bei 49% ein M1 Status. Bei einem Patienten wurde kein Stadium angegeben, da
bei diesem Patienten aufgrund von einer zuvor erfolgten Studie einer BRAF-

Therapie keine exakte Gradeinteilung erfolgen konnte.
Stadium

Es wurden nur die Stadien Il und IV ermittelt. Stadium 11l kam mit einer Haufigkeit

von N=241 am meisten vor. Stadium IV wurde mit N=229 registriert. Bei einem
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Patienten wurde kein Stadium angegeben, da bei diesem Patienten aufgrund von
einer zuvor erfolgten Studie einer BRAF-Therapie keine exakte Gradeinteilung

erfolgen konnte.
ICI-Therapieart

Von den insgesamt 471 Patienten bekamen 67% eine anti-PD-1 Monotherapie.
30% eine Kombinationstherapie mit anti-CTLA-4 und anti-PD-1 und die restlichen
3% eine Monotherapie mit anti-CTLA-4.

Vorherige BRAF-Therapie

91% von 469 Patienten erhielten vor ICI-Therapiebeginn keine zielgerichtete
BRAF-Therapie. Lediglich 9% bekamen eine.

Adjuvante ICI-Therapie

Bei der Betrachtung, wie viele Patienten zusatzlich zur Primartherapie der
Exzision des Primarius eine adjuvante ICI-Therapie bekommen haben, belaufen
sich die Zahlen mit N=253. 46% (N=218) wurden nicht adjuvant therapiert.

Erstlinientherapie

367 Patienten bekamen die ICI-Therapie als Erstlinientherapie. 104 Patienten

bekamen sie als Zweitlinientherapie.
Ansprechen auf Therapie

Bei 24% der Patienten kam es zu einem kompletten Ansprechen auf die ICI-
Therapie (CR). Bei 20% kam es zu einem partiellen Ansprechen (PR). Weitere
20% zeigten einen stabilen Verlauf (SD). Rund 36% der Patienten hatten einen
progressiven Verlauf (PD) trotz Therapie. Die restlichen 254 Patienten wurden
adjuvant therapiert.

CMV-Reaktivitat

Insgesamt waren 53% des Patientenkollektivs CMV-Seropositiv mit Aufzeigen

einer Reaktivitat. Bei den restlichen 47% wurde keine Seropositivitat festgestellt.
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Medianes Follow-Up Gesamtiiberleben

Die mediane Nachverfolgungszeit im Gesamtuberleben lag bei den reaktiven
Patienten bei 4,91 Jahren (95% KiI: 5,03-3,90). Bei den nicht reaktiven Patienten
betrug das mediane Follow-Up 4,86 Jahre (95% KI: 5,10-4,01). Siehe Abbildung
3:
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Abbildung 3 Follow-Up nach reverse Kaplan-Meier-Kurve

Gesamtiiberleben zensiert

Rund 35% der Patienten wurden auf Grund des Uberlebens des
Beobachtungszeitraumes zensiert. Bei den restlichen 65% erfolgte keine

Zensierung.
Progressionsfreies Intervall zensiert

Bei 36% (N=170) trat ein Progress im Beobachtungszeitraum auf. 301 Patienten

wurden aufgrund von fehlendem Progress zensiert.
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Tabelle 2 Patientencharakteristika

Reaktivitat

reaktiv nicht reaktiv
Geschlecht N %vonGesamt N Zeile% N Zeile%
mannlich 258 54,78% 124 48,06% 134 51,94%
weiblich 213 4522% 125 58,69% 88 41,31%
Subtypen
SSM 141 3895% 68 4823% 73 51,77%
NM 111 30,66% 57 5135% 54 48,65%
ALM 35 967% 21 60,00% 14 40,00%
Uveal 34 939% 18 5294% 16 47,06%
LMM 24 663% 13 5417% 11 4583%
Mukosal 12 3,31% 7 58,33% 5 41,67%
Navus-assoziiert 5 1,38% 1 20,00% 4 80,00%
Ulzeration
nein 192 56,14% 94 4896% 98 51,04%
ja 150 4386% 85 56,67% 65 43,33%
Lokalisation
Rumpf 149 3489% 73 4899% 76 51,01%
Untere Extremitat 108 2529% 63 58,33% 45 41,67%
Kopf und Hals 73 17,10% 37 50,68% 36 49,32%
Obere Extremitat 51 11,94% 28 5490% 23 4510%
Aderhaut 34 796% 18 5294% 16 47,06%
sonstige Lokalisationen 12 2,81% 7 5833% 5 41,67%
N-Status
0 105 2234% 56 5333% 49 46,67%
1 196 41,70% 108 5510% 88 44,90%
2 75 1596% 41 54,67% 34 4533%
3 94 20,00% 43 4574% 51 54,26%
M-Status
0 240 51,06% 130 54,17% 110 45,83%
1 230 48,72% 118 51,03% 112 48,64%
Stadium
11 241 51,28% 131 5436% 110 45,64%
v 229 48,72% 117  51,09% 112 48,91%
Therapie
aPD-1 316 67,09% 176 5570% 140 44,30%
aCTLA-4 + aPD-1 143 3036% 68 4755% 75 52,45%
aCTLA-4 12 2,55% 5 41,67% 7 5833%
Vorher_BRAF
nein 428 91,26% 231 5397% 197 46,03%
ja 41 874% 17 41,46% 24 58,54%
Adjuvant
ja 253 53,72% 137 54,15% 116 45,85%
nein 218 46,28% 112 51,38% 106 48,62%
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Erstlinientherapie
ja 367 7792% 199 5422% 168  45,78%
nein 104 22,08% 50 48,08% 54 51,92%

Ansprechen_auf_Therapie

PD 79 3641% 36 4557% 43 5443%
CR 51 2350% 30 5882% 21 41,18%
PR 44 20,28% 20 4545% 24 54,55%
SD 43 19,82% 25 5814% 18 41,86%

Gesamtiiberleben_zensiert
falsch 304 64,54% 163 53,62% 141 46,38%
richtig 167 3546% 86 51,50% 81 48,50%

Progressionsfrei_zensiert
richtig 301 63,91% 152 50,50% 149 49,50%
falsch 170 36,09% 97 57,06% 73 4294%

3.3 Auswirkung der Reaktivitat auf das Uberleben

3.3.1. Progressionsfreies Intervall

Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit der Hypothese, ob Patienten mit einem
positiven Titer ein kiirzeres progressionsfreies Uberlebensintervall aufzeigen.
Dazu werden die Patienten, gegliedert nach Stadium und adjuvanter Therapie,
analysiert. FUr das Stadium Ill bei nicht erfolgter adjuvanter Therapie und
Stadium |V bei erfolgter adjuvanter Therapie wird aufgrund der kleinen

Patientenmenge auf die statistische Uberlebensanalyse verzichtet.

Stadium Il (adjuvant)

Das progressionsfreie Intervall zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
reaktiven Patienten und nicht reaktiven Patienten im Stadium Il bei adjuvanter
Therapie (p>0,05).

Eingeschlossen wurden 120 reaktive Patienten und 99 nicht reaktive Patienten.

Das mediane progressionsfreie Intervall bei reaktiven Patienten betrug in etwa
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1,52 Jahre (95% Konfidenzintervall bei einer minimalen Beobachtungszeit von
0,95 Jahren und einer maximalem Beobachtungszeit von 5,36 Jahren).

Bei nicht reaktiven Patienten lag sie leicht erhoht bei einem medianen Intervall
von etwa 2,39 Jahren. (95% Konfidenzintervall: von 1,42 Jahren bis 3,95 Jahren).
Abbildung 4 bildet die Uberlebenskurven ab:

0,8
0,6

04

0,2

Uberlebenswahrscheinlichkeit

Progressionsfrei_Zeit (Jahre)

—— nicht reaktiv
— reaktiv

Test Chi®> Freiheitsgrade Wahrsch.
> Chi?
Log-Rang 0,0906 1 0,7634

Abbildung 4 Progressionsfreies Intervall nach Kaplan-Meier-Kurve fiir das Stadium Il bei erfolgter
adjuvanter Therapie

Stadium IV (nicht adjuvant)

Auch im Stadium IV bei nicht adjuvanter Therapie konnte kein signifikanter
Unterschied im  progressionsfreien Intervall zwischen den beiden
Patientengruppe festgestellt werden (p>0,05).

Eingeschlossen wurden 101 reaktive Patienten und 95 nicht reaktive Patienten.
Das mediane Intervall war jedoch bei den reaktiven Patienten leicht erhéht mit
1,16 Jahren (95% Konfidenzintervall: von 0,50 Jahren bis 2,02 Jahren) im
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Vergleich zu den nicht reaktiven Patienten mit einer medianen Zeit von 0,58
Jahren (95% Konfidenzintervall: von 0,32 Jahren bis 1,23 Jahren). Abbildung 5

zeigt die Uberlebenskurven:

0,8
0,6

04

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2

Progressionsfrei_Zeit (Jahre)

—— nicht reaktiv
— reaktiv

Test Chi®> Freiheitsgrade Wahrsch.
> Chi?
Log-Rang 1,8374 1 0,1753

Abbildung 5 Progressionsfreies Intervall nach Kaplan-Meier Kurve im Stadium IV bei nicht erfolgter

adjuvanter Therapie

3.3.2 Gesamtiiberleben

Im Folgenden wird die Gesamtuberlebenszeit der Patientengruppen in den

Stadien Il und IV ermittelt. Fir das Stadium Il bei nicht erfolgter adjuvanter

Therapie und Stadium IV bei erfolgter adjuvanter Therapie wird aufgrund der

kleinen Patientenmenge auf die statistische Uberlebensanalyse verzichtet.

Stadium Il (adjuvant)

Das Gesamtuberleben im Stadium Il bei adjuvanter Therapie ergab keinen

signifikanten Unterschied zwischen reaktiven und nicht reaktiven Patienten

(p>0,05).
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In der reaktiven Patientengruppe befanden sich 120 Patienten gegenubergestellt
zu den 99 nicht reaktiven Patienten. Es konnte flr beide Gruppen keine mediane
Gesamtlberlebenszeit ermittelt werden. Abbildung 6 bildet die Uberlebenskurven
ab:

04 RS

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2

0 1 2 3 4 5 6
Gesamtiiberleben_Zeit (Jahre)
— nicht reaktiv
— reaktiv
Test Chi* Freiheitsgrade Wahrsch.
> Chi?
Log-Rang 1,1363 1 0,2864

Abbildung 6 Gesamtiiberleben nach Kaplan-Meier-Kurve im Stadium lll bei adjuvanter Therapie

Stadium IV (nicht adjuvant)
Im Stadium IV bei nicht adjuvanter Therapie zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied in der Gesamtuberlebenszeit zwischen den beiden

Patientengruppen (p>0,05).

Eingeschlossen wurden 101 reaktive Patienten und 95 nicht reaktive Patienten.
Die mediane Gesamtluberlebenszeit betrug bei den reaktiven Patienten 5,88
Jahre (95% Konfidenzintervall bei einer minimalen Beobachtungszeit von 3,91

Jahren). Die nicht reaktive Patientengruppe zeigte ein leicht erhdhtes
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Gesamtuberleben mit 6,92 Jahren (95% Konfidenzintervall bei minimaler
Beobachtungszeit von 3,41 Jahren und einer maximalen Beobachtungszeit von
8,35 Jahren). Abbildung 7 zeigt die Uberlebenskurven:

0,8

0,6

04

Uberlebenswahrscheinlichkeit

02 s

0 2 4 6 8 10 12
Gesamtiiberleben_Zeit (Jahre)
— nicht reaktiv
— reaktiv
Test Chi* Freiheitsgrade Wahrsch.
> Chi?
Log-Rang 0,0992 1 0,7528

Abbildung 7 Gesamtiiberleben nach Kaplan-Meier-Kurve im Stadium IV bei nicht erfolgter adjuvanter
Therapie

3.4 Auswirkung der Therapieart auf das Uberleben

Als nachstes wird geprift, ob die Therapiewahl Einfluss auf das Uberleben hat,
wie es in der Literatur schon nachgewiesen wurde. Es wird ausschliel3lich die
Auswirkung eines anti-PD1-Antikérpers, CTLA-4 Inhibitors und die ICI-
Kombinationstherapie auf das progressionsfreie Intervall und das
Gesamtuberleben bei CMV+ und CMV- Patienten im Stadium IV ermittelt.

Der Vergleich zwischen den Stadien unter den Patienten, die nur eine anti-CTLA-

4 Therapie bekommen haben, wird aufgrund der kleinen Patientengruppen
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ausgelassen. In den Abbildungen wird auf die Darstellung der 95%

Konfidenzintervalle auf Grund der Ubersichtlichkeit verzichtet.

3.4.1 Progressionsfreies Intervall

Im Stadium IV bei aPD-1-Monotherapie und aCTLA-4 + aPD-1
Kombinationstherapie zeigte sich im progressionsfreien Intervall kein
signifikanter Unterschied (p>0,05).

Eingeschlossen wurden 25 nicht reaktive Patienten, die mit aPD-1 behandelt
wurden und 63 nicht reaktive Patienten, die mit aCTLA-4 + aPD-1 behandelt
wurden. Von der reaktiven Gruppe bekamen 35 Patienten eine Monotherapie mit
aPD-1 und 63 Patienten die Kombinationstherapie mit aCTLA-4 + aPD-1.

Das grofite mediane progressionsfreie Intervall mit 1,98 Jahren zeigte sich in der
reaktiven Gruppe mit der Monotherapiebehandlung (95% Konfidenzintervall: von
0,93 Jahren bis 5,49 Jahren).

Die reaktive Gruppe mit der Kombinationstherapie folgte mit einem medianen
progressionsfreien Intervall von 0,73 Jahren (95% Konfidenzintervall: von 0,40
Jahren bis 1,81 Jahren).

Bei der nicht reaktiven Gruppe mit der Kombinationstherapie betrug das mediane
Uberleben 0,52 Jahre (95% Konfidenzintervall: von 0,27 Jahren bis 0,96 Jahren).
Die nicht reaktive Gruppe mit der Monotherapiebehandlung lag knapp mit 0,51
Jahren dahinter (95% Konfidenzintervall: von 0,27 Jahren bis 2,59 Jahren).
Abbildung 8 spiegelt die Uberlebenskurven ab:
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Uberlebenswahrscheinlichkeit

0 1 2 3 4 5 6
Progressionsfrei_Zeit (Jahre)

——aCTLA-4 + aPD-1 CMV nicht reaktiv
——aCTLA-4 + aPD-1 CMV reaktiv
——aPD-1 CMV nicht reaktiv

——aPD-1 CMV reaktiv

Test Chi®> Freiheitsgrade Wahrsch.
> Chi?
Log-Rang 3,4862 3 0,3226
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Abbildung 8 Progressionsfreies Intervall nach Kaplan-Meier-Kurven im Stadium IV unter Mono- und

Kombinationstherapie

3.4.2 Gesamtiiberleben

Auch im Stadium IV bei aPD-1-Monotherapie und aCTLA-4 + aPD-1

Kombinationstherapie zeigte sich im Gesamtuberleben kein signifikanter

Unterschied (p>0,05).

Eingeschlossen wurden 25 nicht reaktive Patienten, die mit aPD-1 behandelt
wurden und 63 nicht reaktive Patienten, die mit aCTLA-4 + aPD-1 behandelt
wurden. Von der reaktiven Gruppe bekamen 35 Patienten eine Monotherapie mit
aPD-1 und 63 Patienten die Kombinationstherapie mit aCTLA-4 + aPD-1.

Das langste mediane Gesamtuberleben zeigte die nicht reaktive Gruppe mit der

Monotherapiebehandlung mit 6,92 Jahren (95% Konfidenzintervall: von 3,41

Jahren bis 8,35 Jahren).
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Die mediane Gesamtuberlebenszeit bei der reaktiven Gruppe mit der
Monotherapiebehandlung betrug 4,94 Jahre (95% Konfidenzintervall bei
minimaler Beobachtungszeit von 3,22 Jahren).

Die Kombinationstherapie in der nicht reaktiven Gruppe lag mit einer medianen
Gesamtuberlebenszeit von 3,76 Jahren dahinter (95% Konfidenzintervall bei
minimaler Beobachtungszeit von 1,85 Jahren).

Fir die reaktive Gruppe mit der Kombinationstherapiebehandlung konnte keine
mediane Gesamtuberlebenszeit ermittelt werden (95% Konfidenzintervall bei

minimaler Beobachtungszeit von 2,55 Jahren). Abbildung 9 zeigt die

Uberlebenskurven:
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0 2 4 6 8

Gesamtiiberleben_Zeit (Jahre)

——aCTLA-4 + aPD-1 CMV nicht reaktiv
——aCTLA-4 + aPD-1 CMV reaktiv
——aPD-1 CMV nicht reaktiv

——aPD-1 CMV reaktiv

Test Chi®> Freiheitsgrade Wahrsch.
> Chi?
Log-Rang 2,2634 3 0,5196

Abbildung 9 Gesamtiiberleben nach Kaplan-Meier-Kurven im Stadium IV unter Mono- und
Kombinationstherapie
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3.5 Cox-Regressionsanalyse im Gesamtuberleben

Um den unabhangigen Einfluss von den Variablen Geschlecht, Stadium,
Ulzerationsstatus, vorherige BRAF-Therapie und Reaktivitat auf die
Uberlebenszeit zu analysieren, wird die multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir
die bisher analysierten Patientengruppen angewendet.

Mit den Ausfallratenverhaltnissen, auch Hazard Ratios genannt, wird das Risiko
fur das Ereignis Tod in der Behandlungsgruppe zu der Kontrollgruppe verglichen.
Dabei bedeutet ein HR=1, dass es kein Unterschied zwischen den verglichenen
Gruppen gibt. Ein HR<1 bedeutet, dass es fir die beobachtete Gruppe ein
geringeres Risiko fur das Ereignis Tod gibt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein
HR>1 bedeutet, dass es fur die beobachtete Gruppe ein erhdhtes Risiko fur das
Ereignis Tod gibt im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Wird nach dem festgelegten Signifikanzniveau ein p-Wert von <0,05 erreicht, so
ist die Variable als ein unabhangiger Faktor mit signifikantem Einfluss auf das
Gesamtuberleben zu verstehen. Die Ergebnisse werden ausschlielich in
Betracht der Beobachtungszeit interpretiert. Zur Berechnung der

Konfidenzintervalle wird eine Normalapproximation angewendet.

Fir die eingeschlossene Patientenkohorte haben die Faktoren Ulzeration und
vorherige BRAF-Therapie den signifikantesten unabhangigen Einfluss auf das
Gesamtuberleben. Die Reaktivitat, das Stadium und das Geschlecht stellen

keine unabhangigen Risikofaktoren dar.

Die Hazard Ratio fur die Variable Ulzeration betrug 0,61 (95%-KI: 0,41-0,90).
Damit hatten Patienten ohne positiven Ulzerationsstatus ein geringeres Risiko
zu versterben als Patienten mit Ulzerationen. Der p-Wert mit 0,014 zeigte den

signifikanten Einfluss diesen Risikofaktors auf das Uberleben.

Fir die Variable BRAF-Therapie betrug die Hazard Ratio 0,42 (95%-Kl: 0,22-
0,80). Das bedeutet, dass bei Patienten mit nicht zuvor erfolgter BRAF-Therapie

ein geringeres Sterberisiko vorlag im Vergleich zu denen mit erfolgter Therapie.
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Der p-Wert von 0,009 zeigte dementsprechend, dass es sich um einen

signifikanten Risikofaktor auf das Gesamtuberleben handelte.

Die Hazard Ratio fur die Reaktivitat betrug 0,85 (95%-KI: 0,57-1,26). Damit hatten
CMV-negative Patienten ein vermindertes Sterberisiko im Vergleich zu CMV-
positiven Patienten. Da der p-Wert aber groRer als das Signifikanzniveau von
0,05 war, wurde es nicht als signifikanter unabhangiger Risikofaktor fir das

Uberleben gewertet.

Im Stadium IIl hatten Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine
Risikominderung zu versterben im Vergleich zu den Patienten im Stadium IV
(HR=0,89 bei 95%-KI von 0,57 bis 1,37). Es stellt jedoch keinen signifikanten
Risikofaktor dar (p=0,59).

Far den Faktor Geschlecht wurde eine Hazard Ratio von 0,96 (95%-KI: 0,64-
1,43) festgestellt. Das weibliche Geschlecht hatte demnach ein vermindertes
Risiko im Vergleich zum mannlichen Geschlecht zu versterben. Es stellt sich
ebenfalls als kein signifikanter unabhangiger Risikofaktor dar (p=0,84).

Tabelle 3 spiegelt die Ergebnisse der einzelnen Hazard Ratios wider.

Tabelle 3 Hazard Ratios der einzelnen Variablen mit 95% Konfidenzintervall

Hazard Ratios fiir Ulzeration

Stufe1 /Stufe2 Verhiltnis Wahrsch. > Unterhalb Obere
Ausfallrate Chi-Qu.

nein ja 0,6094004 0,0140* 0,4104396 0,9048075

ja nein 1,6409573 0,0140* 1,1052075 2,4364121

Hazard Ratios fiir Vorher BRAF

Stufe1 /Stufe2 Verhdltnis Wahrsch. > Unterhalb Obere
Ausfallrate Chi-Qu.

nein ja 0,4175837 0,2174335 0,8019744

ja nein 2,3947297 1,2469226  4,5991067
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Hazard Ratios fiir Reaktivitat

Stufe1 /Stufe2 Verhaltnis Wahrsch. > Unterhalb Obere
Ausfalirate Chi-Qu.

reaktiv nicht reaktiv 1,1760356 0,4226 0,791207 1,7480378

nicht reaktiv reaktiv 0,8503144 0,4226 0,57207 1,2638918

Hazard Ratios fiir Stadium

Stufe1 /Stufe2 Verhdltnis Wahrsch. > Unterhalb Obere
Ausfallrate Chi-Qu.

v 1] 1,1273916 0,5878 0,7307544 1,7393147

i \% 0,8870032 0,5878 0,5749391 1,3684488

Hazard Ratios fiir Geschlecht

Stufe1 /Stufe2 Verhiltnis Wahrsch. > Unterhalb Obere
Ausfallrate Chi-Qu.

weiblich ~ mannlich 0,9594783 0,8383 0,6448275 1,4276665

mannlich  weiblich 1,042233 0,8383 0,7004437  1,5508022

3.6 Zunahme der Seropravalenz mit ansteigendem Alter

In diesem Kapitel soll veranschaulicht werden, ob es im fortgeschrittenen Alter zu
einem Anstieg der Seropravalenz kommt. Die Patienten wurden dafur nach
Reaktivitatsstatus getrennt in zwei Balkendiagrammen mit unterschiedlichen
Altersintervallen abgebildet.

In dem Patientenkollektiv von insgesamt 471 Melanompatienten zeigte sich in
Abbildung 10, dass sich im Altersintervall von 10-19 Jahren ausschlief3lich
seronegative Patienten befanden. Die Alterspannen von 20-29 Jahren und 30-39
Jahren zeigten eine annadhernd gleichmalige Verteilung der beiden
Reaktivitatsgruppen. Die Patientenaltersgruppen von 40-49 Jahren und 50-59
Jahren stellten eine ahnliche Aufteilung von etwa 42% reaktiver Patienten zu 58%
nicht reaktiver Patienten dar. Damit kam es im Vergleich zu den zwei jingeren

Altersgruppen zu einem Abfall der reaktiven Patienten. Ab den Altersgruppen von
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60-69 Jahren stieg die Reaktivitat innerhalb dieser Zeitspanne wieder an auf
56%. Eine ahnliche Tendenz wurde in der Altersgruppe von 70-79 Jahren
ersichtlich, jedoch mit einem geringfigigen Abstieg der Reaktivitat auf 53% im
Vergleich zur vorherigen Altersgruppe. In dem Altersintervall von 80-89 Jahren
ergab sich ein deutlicher Uberschuss von 70% an reaktiven Patienten zu den
restlichen 30% nicht reaktiver Patienten. In der Altersspanne von 90-99 Jahren

lieR® sich bei allen Patienten (100%) eine positive Seropravalenz beobachten.

Um den Anstieg der Seropravalenz noch deutlicher zu veranschaulichen, wurde

in Abbildung 11 die Alterspanne auf 25-Jahres-Intervalle verlangert.

_ Reaktivitat

100% | [ Il nicht reaktiv
I reaktiv
80% |
60% |
40% -
20% -
0%~

10—19 20—29 30—39 40—49 50—59 60—69 70—79 80—89 90—99
Alter

b3

o

Prozentanteil

o

Abbildung 10 Zunahme Seroprévalenz mit aufsteigendem Alter nach 10-Jahres-Intervall im
Balkendiagramm
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Reaktivitat

Il nicht reaktiv
I I |

25—49 50 —74 75—99
Alter

Prozentanteil

100%
80%
60%
40% |
20%
0% |
<25

Abbildung 11 Zunahme Seroprdvalenz mit aufsteigendem Alter nach 25-Jahres-Intervall im
Balkendiagramm

3.7 Zusammenhang Tumordicke und Reaktivitat

Die letzte Fragestellung beschaftigt sich mit der Hypothese, ob seropositive
Patienten durch Veranderung der Mikroumgebung in Tumoren einen besseren
Nahrboden fir den Tumorprogress bilden im Gegensatz zu seronegativen
Patienten. Demnach mussten CMV+ gré3ere Tumordicken aufweisen als CMV-.
Dieser Zusammenhang wird getrennt nach Reaktivitatsstatus anhand der
aufsteigenden Tumordicke, entsprechend dem T-Status der TNM-Klassifikation,
in einem Balkendiagramm verdeutlicht. Mittels dem Chi?-Test, wird ein statistisch
signifikanter Zusammenhang der beiden kategorialen Variablen T-Status (nach
Tumordicke) und Reaktivitat getestet.
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Von den insgesamt 471 Melanompatienten wurde bei 100 Patienten keine
Angabe zur Tumordicke gemacht. Bei den restlichen 371 Patienten lag die
Verteilung bei einer minimalen Dicke von 0,1 mm bis zu einer maximal

gemessenen Dicke von 28 mm.

In dem Langenintervall von < 1 mm, entsprechend dem T1 Status, Uberwog mit
31 Patienten die nicht reaktive Gruppe im Vergleich zu der reaktiven Gruppe mit
20 Patienten. In der Spannbreite von >1-2 mm (T2 Status) befanden sich 49 nicht
reaktive Patienten und 50 reaktive Patienten. Im T3 Status (>2-4 mm) erkennt
man den Anstieg der reaktiven Patienten im Gegensatz zu den nicht reaktiven
Patienten, auch wenn dieser nur leicht an Uberhand gewonnen hatte (64 reaktive
Patienten zu 56 nicht reaktiven Patienten). Der Anstieg der Seropositivitat im T4
Status (>4 mm) ist hier noch deutlicher zu erkennen mit 61 reaktiven Patienten

zu 40 nicht reaktiven Patienten.

Anhand dieser Patientenkohorte lie} sich beobachten, dass man ab einer
Tumordicke von etwa 2 mm, entsprechend dem T3 Status, eine groRere
Patientenmenge mit Seropositivitat erwarten konnte. Jedoch gab es nach dem
Chi*-Test keinen statistisch signifikanten Zusammenhang der beiden Variablen
(p>0,05). Abbildung 12 zeigt das Balkendiagramm:

T-Status Reaktivitat
T il 1E] T4 I nicht reaktiv

I reaktiv

nicht reaktiv reaktiv nicht reaktiv reaktiv nicht reaktiv reaktiv nicht reaktiv reaktiv
Reaktivitat

70

60

Haufigkeiten
~ w o w
o o o o

o

(=}
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N Freiheitsgrade -LogLike  r* (U)

371 3 3,1800040 0,0124
Test Chi? Wahrsch.
> Chi?
Likelihood-Verhaltnis 6,360 0,0953
Pearson Chi? 6,326 0,0968

Abbildung 12 T-Status nach Reaktivitét fiir einen Chi*Test im Balkendiagramm
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4.) Diskussion

In der vorliegenden retrospektiven Arbeit wurden in einem 3-jahrigen Zeitraum
471 Melanompatienten, die eine ICI-Therapie erhielten, in den Stadien Ill und IV
aus dem Patientenregister des Uniklinikums Tubingen auf CMV-Reaktivitat
untersucht. Das mediane Alter der Melanompatienten lag dabei in der 6.
Lebensdekade entsprechend der zusammengefassten Ergebnisse aus anderen

Kliniken in Deutschland mit einem ermittelten medianen Alter von 62 Jahren’®.

4.1 Reaktivitat und Uberleben

Die multivariate Cox-Regressionsanalyse ergab, dass der CMV-Status kein
signifikanter unabhangiger Risikofaktor auf das Gesamtuberleben der
Melanompatienten darstellte (HR: 0,85, 95% KI: 0,57-1,26, p=0,42).

Es wurde bereits ausfuhrlich Uber die negativen Folgen einer Seropositivitat in
der Einleitung berichtet. Daraus resultierte die Hypothese, dass Seropositivitat
das Uberleben signifikant beeinflussen wiirde, einhergehend mit einer erhdhten
Sterblichkeit.

Auch in einer aktuellen retrospektiven Studie von Huang et al konnte dieser Effekt
nachgewiesen werden, in der die allgemeine Sterblichkeit mit einem um 11%

vergroftertem Risiko bei seropositiven Patienten festgestellt wurde*'.

Es gibt jedoch auch einige Studien, die keine Assoziation der Reaktivitat mit dem
Gesamtluberleben aufzeigen konnten. So konnte bei der Studie von Chen et al
kein signifikanter Unterschied in der Gesamtsterblichkeit von alteren
Patientengruppen (59-93 Jahren) seropositiver und seronegativer Patienten
gefunden werden. Wie bereits beschrieben, fordert eine CMV-Infektion das
Immunsystem zu einem entziindungsanfalligeren Millieu’®. Die Annahmen, dass

das vermehrte Auffinden von CRP, welches bei Entzindungsreaktionen gebildet
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wird und in anderen Studien mit einer erhdhten Mortalitat bei seropositiven
Patienten in Verbindung gesetzt wurde’”, sei nicht in Korrelation zu setzen, da in
der untersuchten Patientenkohorte von Chen et al kein Unterschied bei Wegfall
und Zunahme dieser Variable mit der Sterblichkeit in Verbindung gesetzt werden

konnte’®.

Des Weiteren konnte Matheri et al auch kein Unterschied in der Sterblichkeit bei
seropositiven, alleinlebenden Rentnern uber 80 Jahren feststellen. Jedoch zeigte
sich in dieser Studie, dass Patienten, die ein hohen CMV-Titer hatten,
entsprechend einer aktiven Reinfektion im Alter, eine hoéhere Sterblichkeit
aufwiesen. Es wird aber davon ausgegangen, dass es sich bei der Reinfektion
mit dem erhohten Titer um eine Konsequenz des versagenden Immunsystems

handele und nicht die Infektion selber zum Tode fuhre’®.

Fir die Korrelation, dass Seropositivitat tatsdchlich mit dem Uberleben assoziiert
werden kann, muss vermutlich die zu analysierende Patientenmenge erhoht
werden. In dieser Arbeit sollte mittels der vorgenommenen Fallzahlberechnung
ein Uberlebensunterschied von mindestens 20 Prozentpunkten zwischen den
Uberlebenskurven der reaktiven und nicht reaktiven Patienten nachgewiesen

werden.

Dieser Prozentpunkteunterschied wurde hypothetisch gewahlt, um einen
signifikanten  Unterschied der Serogruppen aufzuzeigen. Denn die
Patientenanzahl in dieser Arbeit hatte zum Nachweis dieses
Prozentpunkteunterschieds ausgereicht. Ziel war es daher zumindest einen
statistisch nachweisbaren signifikanten Unterschied zwischen CMV+ und CMV-

zu beobachten.

In dieser retrospektiven Arbeit wurden 219 Patienten im Stadium Il adjuvant
behandelt. Demnach lag ein Uberschuss von 39 Patienten zu der errechneten
Fallzahl von 180 Patienten vor. Es ware theoretisch moglich gewesen einen
signifikanten Uberlebensunterschied zwischen den Uberlebenskurven reaktiver

und nicht reaktiver Patienten nachzuweisen.
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Bei der tatséchlichen Darstellung der Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der CMV+
und CMV- Patienten im Stadium Ill bei adjuvanter Therapie mit N=219, entsprach
die Verteilung der Reaktivitat dem angenommenen Verhaltnis von 55% CMV+
Patienten (N=120) und 45% CMV- Patienten (N=99). Diese Werte wurden auch
fur die Fallzahlberechnung genutzt. Jedoch lie3 sich in der 4-Jahres-
Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit kein signifikanter Uberlebensunterschied
nachweisen. Die Konfidenzintervalle beider Reaktivitatsgruppen uberlappten

sich, wie in Abbildung 6 ersichtlich ist.

Die CMV- Patienten wiesen dabei eine Tendenz zu einem leicht verlangerten
Uberleben auf. Entsprechend der aufgestellten Hypothese lag der p-Wert jedoch
bei 0,29. Es konnte damit kein signifikanter Uberlebensunterschied im Stadium
[l bei adjuvanter Therapie zwischen den beiden Reaktivitatsgruppen festgestellt

werden.

Da jedoch anhand der Uberlebenskurven die Tendenz der verlangerten
Uberlebenszeit in der negativen Reaktivitatsgruppe zu sehen war, kdnnte durch
die Erhéhung der Stichprobenanzahl dieser Effekt des Ergebnisses deutlicher
zum Vorschein gebracht werden. Denn in der Literatur wird die Seropositivitat in

Tumorpatienten mir einer verkirzten Lebensdauer bestatigt®8!.

Die Patientenanzahl im Stadium IV unter nicht adjuvanter Therapie, die innerhalb
dieser retrospektiven Arbeit beobachtet wurde, belief sich auf eine Anzahl von
N=196. Damit lag ein Patientenuberschuss von 7 Patienten vor, im Vergleich zu
der errechneten Stichprobenanzahl von 189 Patienten, um den beispielhaften
Uberlebensunterschied von 20 Prozentpunkten CMV+ und CMV- Patienten

aufzuzeigen.

Bei der tatsachlichen Darstellung der Uberlebenskurven der reaktiven und nicht
reaktiven Patienten im Stadium IV bei nicht adjuvanter Therapie mit N=196,
entsprach die Verteilung mit N=101 CMV+ Patienten (52%) und N=95 CMV-
Patienten (48%) nur knapp nicht der angenommen Verteilung der
Fallzahlberechnung. In der 3-Jahres-Gesamtiberlebenswahrscheinlichkeit liel
sich auch kein Unterschied zwischen der reaktiven und nicht reaktiven

Uberlebenskurven feststellen. Sowohl im Gesamtiiberleben als auch im
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progressionsfreien Intervall Uberschneiden sich die Konfidenzintervalle, wie in
Abbildung 7 und Abbildung 5 zu sehen ist.

Nach dem Log-Rank-Test ergab sich im Gesamtuberleben ein p-Wert von 0,75,
welches damit auch keinen signifikanten Uberlebensunterschied zwischen den

beiden Reaktivitatsgruppen feststellen liel3.

In einigen Studien wurde ein ,onkoprotektiver® Effekt von CMV beschrieben. So
konnte Rashid et al bei CMV-positiven Patienten weniger oft und zeitlich
versetzter Bronchialkarzinome diagnostizieren als bei Patienten ohne CMV
Nachweis®. Rashid et al spekulierten dabei, ob der Grund hierflr eine bessere
immunvermittelte Proliferation der Naturlichen Killerzellen bei CMV+ sein konnte.
Auch Nagel et al zeigten einen CMV protektiven Effekt durch eine verminderte

Inzidenz von Kolorektalkarzinomen bei CMV+ Patienten auf®3.

Zwar wird noch geforscht, wie genau der onkoprotektive Effekt bei einer CMV-
Infektion entsteht, jedoch zeigt sich durch die aufgefliihrten Studien, dass CMV
vermutlich nicht nur die vermeintlichen onkomodulatorischen Auswirkung

aufweist, wie in der Einleitung beschrieben wurde.

Vielmehr sei es nach Jankovic et al entscheidend, in welcher Lebensphase es zu
einer Infektion mit dem Virus kommt. So verweist er auf einen protektiven
Charakter einer spat erfolgten CMV-Infektion bei einigen Krebsarten,
wohingegen eine kongenitale oder eine im Kindesalter erfolgte Ansteckung, mit

erhohtem Risiko einer Krebsentwicklung verbunden sein kann3.

Es muss jedoch erwahnt werden, dass es sich um Beobachtungen handelt, die
nur anhand von kleinen Patientengruppen beschrieben wurden. Das
Zustandekommen von dem genauen onkoprotektivem Effekt von CMV-

Reaktivitat wird derzeit noch immer erforscht.

Die onkomodulatorische Auswirkung, wie die zellulare Mikroumgebung
zugunsten des Tumorwachstums ausgelegt wird®, wurde hingegen vielfach
wissenschaftlich in der Literatur nachgewiesen. Der Zusammenhang, der
grolReren Tumordicke und der CMV-Reaktivitat, sollte anhand der

Veranschaulichung an einem Balkendiagramm nach T-Status geordnet, gezeigt
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werden, wie in Abbildung 12 ersichtlich ist. Tatsachlich konnte in dieser Arbeit
vermehrt bei Seropositiven eine Tumordicke von >2mm vorgefunden werden,

jedoch hatte dieses Ergebnis keine statistische Signifikanz (Chi*-Test: p>0,05).

In einigen Studien konnte eine vermehrte Tumorprogression und Angiogenese in
experimentellen Modellen nachgewiesen werden. So wurde in der Studie von
Krenzlin et al Mause mit Murin-CMV infiziert, um das Tumorwachstum von
Glioblastomen zu untersuchen. Tatsachlich kam es dabei durch die erhohte
Angiogenese zu einem starkeren Blutfluss, resultierend in groRerem
Tumorwachstum in MCMV+ Mausen®. CMV induziert dabei vermutlich das
PDGF-D, welches als Wachstumsfaktor die Tumorproliferation steuert®. Yang et
al konnten in Mausen mit Brusttumoren zwar in den Primartumoren kein
vermehrtes Grollenwachstum generell in CMV+ Mausen beobachten, dafir aber
die Ausbildung von besser proliferierten Lungenmetastasen, die in der Grof3e und
Anzahl der von CMV- Mausen Uberlegen waren?’. In diesen Studien handelt es
sich zwar um Tierexperimente, aber der onkomodulatorische Effekt, der die
Proliferation verbessert und zugunsten des Tumorwachstums ausgelegt war,
wurde bestatigt. Es bleibt auch zu erwahnen, dass mit groRerem
Tumorwachstum und der Metastasierungsgefahr, die Tiermodelle in diesen

Experimenten ein verringertes Uberleben aufwiesen?:87,

Der Aspekt, ob bei Melanompatienten ein verringertes Uberleben mit gréReren
Tumordicken assoziiert werden kann, wurde in dieser Arbeit nicht Uberprift. Da
aber nur Patienten im Stadium Il und IV miteinbegriffen waren, lagen Metastasen
in beiden Reaktivitatsgruppen vor und die grolieren Tumordicken, entsprechend
einer besseren Zellproliferation, wurde in der CMV+ Gruppe im T3 Status mit

53% und im T4 Status mit 60% im Vergleich zur CMV- Gruppe nachgewiesen.

4.2 Therapieart und Uberleben

Um das Ansprechen der Therapieart getrennt nach Reaktivitatsstatus auf das
Uberleben zu vergleichen, wurde im Stadium IV bei nicht adjuvanter Therapie die

Monotherapiebehandlung mit einem aPD-1 Antikérper und einer
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Kombinationstherapie mit aPD-1 und aCTLA-4 analysiert. Es ergab sich kein

Unterschied im progressionsfreien Intervall und im Gesamtuberleben.

Die Monotherapiebehandlung in der CMV+ Gruppe hatte dabei das grofte
mediane progressionsfreie Intervall mit 1,98 Jahren, gefolgt von der

Kombinationstherapiebehandlung in der CMV+ Gruppe mit 0,73 Jahren.

Die nicht reaktive Gruppe mit der Monotherapiebehandlung zeigte das grofte
mediane Gesamtuberleben mit 6,92 Jahren, gefolgt von der reaktiven Gruppe mit
der Monotherapiebehandlung, bei der die mediane Gesamtuberlebenszeit 4,94

Jahre betrug.

Der p-Wert mit 0,32 im progressionsfreien Intervall und mit p=0,52 im
Gesamtuberleben zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den

verglichenen Gruppen.

Obwohl kein signifikanter Unterschied in der Therapieart vorlag, lasst sich bei
Betrachtung der Konfidenzintervallwerte im Gesamtuberleben beobachten, dass
beide Kombinationstherapiegruppen in der CMV+ und CMV- Gruppe im Vergleich
zu den beiden Monotherapiebehandlungsgruppen schlechter abgeschnitten
haben. Im progressionsfreien Intervall hatten zudem die reaktiven Patienten der

Monotherapiegruppe das grofdte mediane progressionsfreie Intervall.

Dies widerspricht sich jedoch mit der Literatur, da ublicherweise die
Kombinationstherapie bessere Erfolge erzielt®®, wie auch bereits in der Einleitung
beschrieben wurde. Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung konnte die
gezielte Patientenselektion fur eine Therapieart sein, die zugunsten des
Patientenwohls aus fachlicher Sicht der Arzte entschieden wird. In sdmtlichen
Studien hingegen, wie sie in der Literatur beschrieben werden, findet dagegen
oft eine randomisierte  Einteilung der Patienten in  bestimmte
Therapiebehandlungsgruppen statt. Des Weiteren sind die fehlende Einteilung
der Lokalisation, die Anzahl der Fernmetastasen und die einhergehende
allgemeine korperliche Verfassung der Patienten Griinde, weshalb vermutlich die

Ergebnisse dieser Auswertung nicht mit der Literatur Ubereinstimmen. In dieser
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Arbeit wurde namlich keine Unterteilung zu diesen Kriterien im Stadium IV bei

nicht adjuvanter Therapie vorgenommen.

Die Kombinationstherapie wird oft Patienten mit einer hohen Tumorlast
verabreicht. Eine Monotherapie wird Patienten Ublicherweise im Stadium IV
gegeben, wenn wenig Tumorlast vorherrscht oder der Allgemeinzustand des
Patienten derart beeintrachtigt ist, dass die mdoglichen eintretenden
Nebenwirkungen schlechter ertragen werden. Das Auftreten von
Nebenwirkungen und die Starke der Auspragung der Nebenwirkungen bei einer

Kombinationstherapie ist ndmlich erhoht?4.

Generell erweist sich eine Kombinationstherapiebehandlung mit Nivolumab und
Ipilimumab in nicht  resezierbaren = Tumoren besser als die

Monotherapiebehandlung mit Ipilimumab?®°.

Eine negative Konsequenz der Kombinationstherapiebehandlung ist, wie bereits
erwahnt, das vermehrte Auftreten von Nebenwirkungen, speziell die Hepato-

toxizitat, Nephrotoxizitat, Gastrointestinaltoxizitat, Dermatotoxizitat,etc8®-%,

In dieser Arbeit sollten urspringlich zusatzlich die Nebenwirkungen der Patienten
unter ICI-Therapie analysiert werden. Retrospektiv kdnnen Nebenwirkungen
jedoch nur fehlerhaft erhoben werden, aufgrund von nicht vollstandig
dokumentierten  Begleitsymptomen und nicht klar zuordnungsbarer
Gradeinteilung in die CTCAE-KIlassifikation. Deshalb fand keine Analyse dieser

Daten statt.

4.3 Seropravalenz im Alter

Die Annahme der steigenden Seropositivitat im Alter der Melanompatienten
konnte in dieser Arbeit veranschaulicht werden, wie in Abbildung 11 ersichtlich
ist. Der Zusammenhang der vermehrten Inzidenz eines positiven Titers und dem

steigenden Alter ist in der allgemeinen Bevolkerung bereits bekannt*'-91,
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Lachmann et al haben bei der Untersuchung von 6552 Blutproben von Patienten
im Alter von 18-79 Jahren in Deutschland feststellen kdnnen, dass in den
Altersgruppen von 18-29 Jahren im Vergleich zu der Altersgruppe 70-79 Jahren
die positive Seropravalenz bei Mannern von 32% auf 68% angestiegen ist. Bei

den Frauen lag der Anstieg bei derselben Altersgruppen von 43% auf 77%%.

In dieser Arbeit wurde keine Geschlechtertrennung in der Analyse vorgenommen,
jedoch ist in Abbildung 10 ersichtlich, dass in der Altersspanne von 20-29 Jahren
die Seropravalenz bei 58% lag und im Vergleich mit der Altersspanne von 70-79
Jahren die Seropravalenz auf 53% abgesunken war. In dem Vergleich dieser zwei
Altersintervalle mit der Studie von Lachmann et al widerspricht es zwar der
Hypothese der steigenden Seropravalenz im Alter. Jedoch ist in Abbildung 11 der
deutliche Anstieg anhand der 25-Jahres-Altersintervalle gut erkennbar (47% (25-
49 Jahre) zu 64% (75-99 Jahre)).

Ein Grofteil der Patienten befanden sich in der 5. bis 8. Lebensdekade.
Demensprechend kann nicht von einer homogenen Altersverteilung
ausgegangen werden, wie es in der Patientenkohorte von Lachmann et al
aufgrund der grolReren Probenmenge der Fall war. Jedoch ist die Tendenz der
ansteigenden Seropositivitdt mit dem Alter generell auch in dieser Arbeit

ersichtlich.

4.4 Verschiedene Faktoren und Uberleben

In der Literatur vermerkt sich die Anzahl der mannlichen Melanompatienten
erhoht im Gegensatz zu den weiblichen Melanompatientinnen®%4. Es scheint
eine Pradisposition gegenuber dem mannlichen Geschlecht zu geben. Der
Unterschied in diesem Patientenkollektiv lag bei 10 Prozentpunkten (55%

mannlich zu 45% weiblich).

In einer multizentrischen deutschen Studie waren von 2032 Melanompatienten
63% mannlich und 37% weiblich®. Dieses Patientenkollektiv bestand jedoch nur

aus Stadium |V Patienten. In einer weiteren europaischen Studie zeigten sich bei
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4040 Patienten im Stadium Il und IV, 58% mannliche Patienten und 42%

weibliche Patienten®. Diese Werte decken sich nahezu mit dieser Arbeit.

Nach der Cox-Regressionsanalyse stellte sich in dieser Arbeit die Variable
Geschlecht als kein signifikanter unabhangiger Risikofaktor auf das Uberleben
dar mit einer Hazard Ratio von 0,96 (95% KI: 0,64-1,43) bei einem p-Wert von
0,84. Frauen hatten demnach ein vermindertes Sterberisiko im Vergleich zum
mannlichen Geschlecht.

Auch wenn dieser Effekt kein signifikanten Risikofaktor darstellte, konnte
tatsachlich in mehreren Studien das weibliche Geschlecht mit einer besseren
Lebensprognose in Verbindung gesetzt werden®-%. Der bessere Stoffwechsel
von oxidativem Stress bei Frauen®, der Unterschied im Vitamin D Metabolismus
durch  Geschlechtshormone'®1% und das vermehrte Auffinden von
Androgenrezeptoren in Melanommetastasen'® sind Hypothesen, weshalb
Frauen ein geringeres Sterberisiko aufweisen und weiter erforscht werden

missen93,

In dieser Arbeit waren von den Frauen 59% seropositiv und 41% seronegativ. Bei
den Mannern hingegen uUberwog mit 52% die seronegative Gruppe zu den 48%

seropositiver Patienten, wie in Tabelle 2 ersichtlich ist.

Das Uberwiegen der Seropositivitat im weiblichen Geschlecht spiegelt sich auch
in der Literatur wider. So waren in der Studie von Lachmann et al, in der die
Seropravalenz der deutschen Bevdlkerung aus Blutproben bestimmt wurde, rund
62% der Frauen CMV+ im Gegensatz zu 51% der Manner®2. Ahnliche Ergebnisse

konnten auch in Frankreich, Canada und in den USA vorgefunden werden04.105,

Mdgliche Grinde konnte die vermehrte Exposition zu Kleinkindern, die CMV+
sind, sein. Wie bereits in der Einleitung erlautert, zeigen Kinder bis zum 8.
Lebensjahr die grofdte Viruslastmenge auf. Aufgrund der gesellschaftlichen
Aufgaben-/ und Rollenverteilung sind Frauen demnach mit einer groReren
Wahrscheinlichkeit demgegeniiber ausgesetzt'%. Auch die sexuelle Aktivitat der

Frau kann durch die bessere Transmission bei vaginalem Geschlechtsverkehr
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und die hohe Viruslastmenge im Samen zu einer vermehrten Infektionsgefahr bei

Frauen mit multiplen Geschlechtspartnern fiihren'%.

Die Variable Stadium erwies sich als kein signifikanter Risikofaktor in der Cox-
Regressionsanalyse mit einer Hazard Ratio von 0,89 (95% KI: 0,57-1,37) bei
einem p-Wert von 0,59. Es liel® sich in der Analyse erkennen, dass Patienten im
Stadium Il mit adjuvanter Therapie eine Sterberisikominderung im Vergleich zu
Patienten im Stadium IV mit nicht adjuvanter Therapie hatten, auch wenn es

keine statistische Signifikanz hatte.

Die Anwendung der adjuvanten Therapie erfolgt als eine Vorsichtsmalinahme zur
Beseitigung von moglichen gestreuten Mikrometastasen nach Resektion des
Primarius. Typischerweise erfolgt die adjuvante ICI-Therapie in den Stadien Il
und 1V7. Seit Juni 2022 auch schon ab dem Stadium [IB mit Pembrolizumab?2.
Bei nicht operativ entfernbaren Tumoren erfolgt die Behandlung direkt mit ICI, als
sogenannte nicht adjuvante Therapiebehandlung. Somit ist ein Grofdteil der
Patienten im Stadium IV mit Fernmetastasen inoperabel und haben generell eine
schlechtere Prognose als Patienten mit resezierbaren Tumoren im Stadium I11'%7.
Dies bestatigt auch die Ergebnisse der Hazard Ratios dieser Arbeit, dass
Patienten mit nicht adjuvanter Therapie, wie es im Stadium IV erfolgt, schlechtere
Uberlebenschancen aufweisen als Patienten im Stadium [l mit adjuvanter

Therapie.

Es bleibt jedoch zu erwéhnen, dass heutzutage das Uberleben von Patienten in
jedem Stadium drastisch verbessert worden ist durch die innovativeren
Therapiemoglichkeiten. Speziell Patienten, die noch vor 10 Jahren ein medianes
Gesamtuberleben im Stadium IV von 6-8 Monaten zeigten, kdnnen heute durch
die systemische ICI-Therapie ein Gesamtuberleben von bis zu 6,5 Jahren

erreichen98,

Die vorherige BRAF-Therapie zeigte sich in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse als ein sehr signifikanter Risikofaktor auf das Uberleben mit
einer Hazard Ratio von 0,42 (95% KI: 0,22-0,80) bei einem p-Wert von 0,009.

Demnach hatten Patienten, die keine vorherige BRAF-Therapie erhielten, ein
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verringertes Sterberisiko im Vergleich zu Patienten mit vorheriger BRAF-

Therapie.

Dieses Ergebnis deckt sich auch mit der SECOMBIT Studie, in der randomisierte
Patienten mit einer Mutation im Codon BRAF-V600 in drei Behandlungsgruppen
unterteilt wurden, um den Effekt auf die Gesamtliberlebenszeit bei
unterschiedlicher sequenzieller Gabe der zielgerichteten und adjuvanten ICI-
Therapie zu prifen’®. Die Gruppe, die die ICI-Kombinationstherapie bis zum
Krankheitsprogress bekommen hatte und anschlieBend erst mit der
zielgerichteten  Therapie  behandelt wurde, hatte eine 3-Jahres-
Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit von 62%. Die Patientengruppe, die als
Erstlinientherapie mit Encorafenib und Binimetinib bis zum Krankheitsprogess
therapiert wurde und anschliel3end erst die ICl-Kombinationstherapie bekam,
hatte dabei lediglich eine 3-Jahres-Gesamtliberlebenswahrscheinlichkeit von
54%1%°, Somit stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit mit dem bisherigen
Wissensstand Uberein.

Grundsatzlich zeigen Patienten mit dieser Mutation eine schlechtere Prognose
und ein verringertes Uberleben auf, wie auch Ardekani et al in seiner Studie
aufzeigen konnte, bei der bei BRAF-V600 mutanten Melanompatienten das

Sterberisiko um den Faktor 1,7 erhdoht war!19,

Einen weiteren sehr signifikanten unabhangigen Risikofaktor stellten
Ulzerationen in dieser Patientenkohorte dar, wie aus der Cox-
Regressionsanalyse mit einem Hazard Ratio von 0,61 (95% KI: 0,41-0,90) bei
einem p-Wert von 0,014 zu erschlielen war. Demnach haben Patienten ohne
Ulzerationen ein vermindertes Sterberisikoprofil im Vergleich zu Patienten mit

Ulzerationen.

Die AJCC charakterisiert drei groe Prognosefaktoren fir das Uberleben, zu der
die TumorgréRe, die Mitoserate und auch der Ulzerationsstatus gehéren'"!. Bis
heute wird in der Literatur dariber spekuliert, wieso es zu der Ausbildung dieses
Phanotyps kommt''2. Dabei zeigt sich vor allem eine Korrelation zwischen der
Genexpression von vermehrten Entziindungsmediatoren, wie dem IL-6, und dem

Ulzerationsstatus'13.
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Wie bereits beschrieben, andert eine CMV-Infektion die Genexpression
zugunsten von Entzindungsmediatoren, die moglicherweise auch Ulzerationen
auslosen konnten. In dieser Arbeit wurde jedoch nicht analysiert, ob es dabei
einen Zusammenhang von vermehrtem Auftreten von Ulzerationen bei reaktiven

Patienten kommt. Dies bedarf weiterer Forschung.

Nach in t'Hout et al sei die Ausdehnung der Ulzeration, der bessere
Prognosefaktor, als nur die klinische Einteilung eines vorhandenen oder nicht
vorhandenen Ulcus'™. Denn extensiv ausgedehnte Ulzerationen konnten mit
einem deutlich schlechteren Uberleben assoziiert werden als nur minimal

ulzerierte Primarien.

Abschlie3end lasst sich schlussfolgern, dass in dieser Arbeit kein signifikanter
Uberlebensunterschied  zwischen CMV- und CMV+ Patienten im
progressionsfreien Intervall und im Gesamtuberleben aufgezeigt werden konnte.
Um jedoch die Hypothese zu widerlegen, dass CMV+ Patienten schlechtere
Uberlebenswahrscheinlichkeiten haben als CMV-, muss dieser Effekt in weiteren
prospektiven klinischen Studien mit grélReren Patientenkohorten definitiv

ausgeschlossen werden.
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5.) Zusammenfassung

Im Zeitraum von 2018 bis 2021 wurden vom Patientenregister des Uniklinikums
Tubingen 471 Melanompatienten im Stadium Ill und Stadium IV fur diese Arbeit
nach CMV-Reaktivitat analysiert. Voraussetzung war die Therapie einer

Immuncheckpointinhibition.

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung einer CMV-Reaktivitat auf das
Uberleben dieser Melanompatienten zu beleuchten. Es sollte dabei ein
Unterschied im Uberleben aufgezeigt werden. Dazu wurde getrennt nach dem

progressionsfreien Intervall und nach dem Gesamtiberleben analysiert.

Zur  Rekrutierung der bendtigten  Stichprobenanzahl wurde eine
Fallzahlberechnung nach dem inlandischen Reaktivitatsverhaltnis von 55% CMV

positiver Patienten zu 45% CMV negativer Patienten vorgenommen.

Die Mehrheit der Patienten wurden adjuvant im Stadium [l behandelt (N=219)
und nicht adjuvant im Stadium IV therapiert (N=196). Der restliche Anteil der
Patienten wurde auf Grund der kleinen Kontrollgruppen nicht auf das Uberleben

analysiert.

Weder im Stadium Ill noch im Stadium IV zeigten sich nach der univariaten
Analyse mittels Log-Rank-Test signifikante Uberlebensunterschiede der beiden
Serogruppen. Der Effekt einer verminderten Uberlebenszeit bei CMV+ im

Vergleich zu CMV- konnte dabei nicht klar aufgezeigt werden.

Im Vergleich der Monotherapiebehandlung und der Kombinationstherapie im
Stadium IV konnte ebenfalls kein statistisch signifikanter Uberlebensunterschied

zwischen CMV- und CMV+ Patienten beobachtet werden.

Die Ermittlung der unabhangigen Risikofaktoren auf das Uberleben der
Melanompatienten dieser Studie wurden mittels der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse festgestellt. Das Ergebnis dabei war, dass die Ulzeration,

und die vorherige BRAF-Therapie signifikante Risikofaktoren auf das Uberleben
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darstellen. Die Variablen Stadium, Geschlecht und Reaktivitat konnten nicht als

unabhangige Risikofaktoren auf das Uberleben ermittelt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es anhand von Balkendiagrammen die
Zunahme der Seropravalenz im Alter und den Tumorprogress bei CMV+

Patienten aufzuzeigen.

Bei dem Vergleich der Tumordicken zwischen reaktiven und nicht reaktiven
Patienten konnte eine Tendenz beobachtet werden, dass ab dem T3-Status mehr
reaktive Patienten groflere Tumordicken aufzeigten, jedoch hatte dieses

Ergebnis keine statistische Signifikanz.
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