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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Malignes Melanom

Das maligne Melanom, das in der Bevdlkerung als schwarzer Hautkrebs be-
zeichnet wird, nimmt nicht nur in medizinischen Tumorzentren, sondern auch in
dem Bewusstsein der Allgemeinbevélkerung eine zunehmend groRere Rolle ein
(Watson et al.,, 2016). GrofRere Umweltbelastungen, wachsende Ozonldcher,
geandertes Freizeitverhalten (Gallagher et al., 2010) und vermehrtes Reisen
sorgen daflir, dass die ultraviolette Strahlenbelastung flir den Einzelnen zu-
nimmt (Narayanan et al., 2010). Der Einfluss der UV-Strahlung auf die Melano-

mentstehung wird im Kapitel Pathogenese erlautert.

1.1.1 Inzidenz

Das maligne Melanom erfuhr in den letzten Jahren einen weltweiten Anstieg der
Inzidenz (Ali et al., 2013). Konnten 2012 noch 232.000 Neuerkrankungen welt-
weit registriert werden (Ferlay et al., 2015), waren es im Jahr 2015 bereits
351.880 Neuerkrankungen (Karimkhani et al., 2017). Die Inzidenz variiert je
nach Kontinent, zwischen einzelnen Landern und zwischen ethnischen Popula-
tionen innerhalb dieser Lander. So wurde in epidemiologischen Studien die
hdchste Inzidenzrate in Australien und Neuseeland, gefolgt von Nordamerika
nachgewiesen. Innerhalb von Europa wird sowohl ein abnehmendes Nord-Std
als auch ein Ost-West Gefélle beschrieben (Ali et al., 2013). Daraus folgt eine

unterschiedliche Bedeutung der Erkrankung in verschiedenen Regionen.

In Deutschland stieg die Inzidenz im Laufe der letzten Dekaden ebenfalls deut-
lich an. In Stddeutschland konnte zum Beispiel von 1976-2003 bei Frauen eine
Verdreifachung der Inzidenz auf 10.3 und bei Mannern auf 13.3 pro 100.000

Einwohner festgestellt werden (Lasithiotakis et al., 2006).

1.1.2 Pathogenese

Melanome sind maligne, sich aus Melanozyten entwickelnde Tumoren. Mela-
nozyten kommen unter anderem in der Basalzellschicht der Epidermis, in der

Mukosa und in der Aderhaut des Auges vor (Leonardi et al., 2018). Bei der Pa-
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thogenese wird von einem Zusammenspiel aus chronischer und intermittieren-
der UV-Belastung ausgegangen, sowie von einer genetischen Pradisposition
(Rastrelli et al., 2014). Als wichtiger Risikofaktor fiur die Melanomentstehung
scheint vor allem die akut-intermittierende UV-Exposition eine Rolle zu spielen
(ARMSTRONG, 1988). In Studien konnte eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl an Sonnenbranden und dem Melanomrisiko aufgezeigt werden (Dennis
et al., 2008). Einige Studien postulieren, dass vor allem Sonnenbrande in der
Kindheit das Melanomrisiko erhéhen (Williams and Pennella, 1994), wobei hier-

zu jedoch kontroverse Daten existieren (Dennis et al., 2008).

Als intrinsische Risikofaktoren gelten ein konstitutionell heller Hauttyp, kongeni-
tale melanozytare Naevi, positive Familienanamnese und Mutationen in ausge-
wiesenen Genen (Liu and Sheikh, 2014).

In der Pathogenese des malignen Melanoms sind molekulare Veranderungen,
sogenannte Treibermutationen (engl. driver mutations) von zentraler Bedeu-
tung, hier sind unter anderem veranderte Gene wie z.B. BRAF, NRAS, C-KIT,
PIBK-AKT/PTEN, p53 und CDK4/CDKN2A zu nennen (Liu and Sheikh, 2014).

Eine Mutation des BRAF Gens, ein Protoonkogen, fuhrt zur Aktivierung des mi-
togen-activated Protein-Kinase-Signalwegs (MAP-Kinase-Signalweg) (Chan et
al., 2017). Dieser Signalweg hat wiederum Proliferation und Zellwachstum zur
Folge. In Melanomen ist die Mutation der BRAF Kinase die haufigste (40-60 %),
dicht gefolgt von Mutationen im NRAS Protoonkogen (15-20 %) (Cheng et al.,
2018, Curtin et al., 2005). Die Mehrheit der Mutationen im BRAF Gen, das fur
eine Serin/Threonin Kinase kodiert, befindet sich im Kodon 600. Die haufigste
Form der Mutation, eine Transversion von Thymin zu Adenin, fihrt zu einem
Austausch von Valin durch Glutaminsaure an Position 600, resultierend in einer
BRAF V600E Mutation (Cheng et al., 2018). Im Vergleich zu BRAF Wildtyp Pa-
tienten weisen Patienten mit einer BRAF V600E Mutation haufig eine aggressi-
vere Verlaufsform auf (Hugdahl et al., 2016). So sind Patienten mit BRAF Muta-
tion zum Zeitpunkt der Erstdiagnose junger, es kommt haufiger zur Metastasie-
rung ins Gehirn und das Gesamtiiberleben im Stadium 1V ist deutlich reduziert
(Cheng et al., 2018).
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In den letzten Jahren ist das Immunsystem zunehmend in den Fokus bei der
Entstehung und Bekdmpfung von Tumoren und Metastasen, die die Hauptto-
desursache bei Tumoren darstellen, geraten (Jemal et al., 2009). Melanomen
stehen unterschiedliche Mechanismen zur Verfiigung, um das Immunsystem zu
umgehen. Unter anderem exprimieren sie Liganden wie PD-L1/2 (Programmed
Death Ligand 1/2), die die T-Zellen Uber deren PD-1-Rezeptoren binden und
dadurch entscheidend in der Funktion hemmen und damit durch die Immun-
checkpointaktivierung inhibieren. Hierdurch kann das Malignom ungehindert

proliferieren (Passarelli et al., 2017).
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1.1.3 Neue Therapieformen
Zielgerichtete Therapie

Die oben beschriebenen Genmutationen in den BRAF und NRAS Onkogenen
fuhren mittels MAP-Kinase Signalweg zur Aktivierung des Zellwachstums und
zur Proliferation. Die zielgerichteten Therapien greifen genau hier an (Flaherty,
2012).

Der 2011 von der Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung von
fortgeschrittenen malignen Melanomen zugelassene, selektive BRAF-Inhibitor
Vemurafenib, inhibiert die mutierte Serin-Threonin Kinase (Livingstone et al.,
2014). Dabrafenib, ein 2013 von der FDA zugelassener BRAF-Inhibitor, hat den
gleichen Ansatz wie Vemurafenib und wird ebenfalls einzeln oder in Kombinati-
on mit MEK- Inhibitoren (Cobimetinib, Trametinib) eingesetzt (Livingstone et al.,
2014). Die Wirksamkeit von Vemurafenib ist bei BRAF mutierten Melanomen im
Vergleich zu herkébmmlichen Therapien wie Chemotherapie signifikant besser
(Mackiewicz and Mackiewicz, 2018, Chapman et al., 2011). Es kénnen sowohl
bessere Gesamtiiberlebenszeiten als auch verbesserte Progressionsfreie Uber-

lebenszeiten erreicht werden (Chapman et al., 2011).

Der MAP-Kinase-Weg wird neben den BRAF Kinasen von den MAP Kinasen
bestimmt, diese folgen in der Signalkaskade den BRAF Kinasen (Domingues et
al., 2018). Da das Therapieansprechen auf BRAF-Inhibitoren oftmals nur von
kurzer Dauer ist und es zu Resistenzen kommt, werden diese bereits seit meh-
reren Jahren mit MEK-Inhibitoren (Cobimetinib, Trametinib und Binimetinib)
kombiniert (Flaherty et al., 2012, Eroglu and Ribas, 2016). Durch die Kombina-
tion von BRAF- und MEK-Inhibitoren werden Resistenzmechanismen durchbro-
chen und ein langeres Therapieansprechen erzielt (Livingstone et al., 2014).

Immuntherapie

Gegen die oben beschriebenen, vom Melanom zu Nutze gemachten Immun-
checkpoints wird eine Immuncheckpoint-Blockade, mit im Labor synthetisierten
Antikorpern, angewendet. Die Interaktion zwischen Melanomzellen und T-Zellen

kann durch monoklonale Antikérper gegen den PD-1 Rezeptor oder gegen den
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PD-L1 Liganden blockiert werden. Hierdurch wird der Mechanismus zur Ver-

nichtung der Tumorzelle T-Zell vermittelt aktiviert (Hargadon et al., 2018).

Nivolumab ist ein monoklonaler Antikdrper mit einer hohen Affinitdt zum PD-1-
Rezeptor und wurde 2014 von der FDA zugelassen (Raedler, 2015). Der Anti-
korper bindet den Rezeptor und verhindert dadurch die Bindung des PD-1 Re-
zeptors mit den entsprechenden Liganden PD-L1/2. Durch diese Immuncheck-
point- Inhibition wird eine Kaskade in Gang gesetzt, die das Immunsystem akti-
viert und die Tumorprogression verhindert (Specenier, 2016).

Pembrolizumab ist seit 2015 von der FDA zugelassen und wie Nivolumab fir
die Behandlung von fortgeschrittenen Melanom-Erkrankungen in Anwendung.

Die Wirkweise ist mit der von Nivolumab vergleichbar (Domingues et al., 2018).

Neben dem anti-PD-1 Rezeptor Antikdrper Nivolumab als Monotherapie, kommt
heute der anti-CTLA-4 Antikoérper Ipilimumab in Kombination mit Nivolumab
zum Einsatz (Larkin et al., 2019).

1.2 Fragestellung

Steigende Inzidenzen des Melanoms, verbunden mit erhéhter Mortalitat (Giblin
and Thomas, 2007), haben die Erforschung neuartiger Therapien vorangetrie-
ben, die mit hohen Therapiekosten verbunden sind (Curl et al., 2014). Neue
Therapiemoglichkeiten spenden den betroffenen Patienten Hoffnung, stellen
jedoch den Kliniker vor neue Herausforderungen hinsichtlich der optimalen The-
rapieauswahl. Ziel dieser Arbeit ist es, klinische Parameter zu finden, die es
ermdglichen, das Therapieansprechen vorherzusagen. Damit ware es vorstell-
bar, das bestmdgliche Therapieregime fur Patienten mit &hnlichen Merkmalen
einzugrenzen, die Therapieentscheidung zu unterstitzen und dadurch die

Prognose zu verbessern.

Es wurde nach Parametern gesucht, die einfach, schnell und gunstig zu be-
stimmen sind, um anhand derer prognostisch relevante Aussagen treffen zu

konnen.

Die klinischen Merkmale wurden fur Patienten untersucht, die eine zielgerichte-

te Therapie mit BRAFi und MEKi oder eine Immuncheckpoint-Blockade mit
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PD-1 Antikdrpern erhielten. Der prognostische Einfluss der klinischen Parame-
ter wurde in den Kohorten sowohl anhand des Progressionsfreien Uberlebens
(engl. ,progression-free survival®, PFS) als auch anhand des Gesamtiuberle-
bens (engl. ,overall survival®, OS), gemessen. Aul3erdem wurde die Auswirkung
der Parameter auf das Therapieansprechen in den unterschiedlichen Kohorten
miteinander verglichen, mit dem Ziel Unterschiede zwischen den Therapiefor-
men herauszuarbeiten, die die Therapieentscheidung hinsichtlich Immunthera-

pie oder zielgerichtete Therapie unterstitzen kénnten.

Es wurde untersucht, ob in der klinischen Routine etablierte Laborparameter
wie LDH (Finck et al., 1983), (Martenson et al., 2001), (Mocellin et al., 2008),
(Weide et al., 2013), S100B (Wagner et al., 2018), oder die unterschiedlichen
Zellzahlen der Zellreihen des Differentialblutbildes (Martens et al., 2016) eine
ausreichende Aussagekraft besitzen oder durch andere erganzt bzw. ersetzt

werden sollten.

Ein mdoglicher neuer, prognostisch relevanter Parameter konnte die Metasta-
senkinetik sein (Gaudy-Marqueste et al., 2014), (Hartung et al., 2017). Unter
Metastasenkinetik versteht man die Parameter, die eine Veranderung der Tu-
mormasse pro Zeit darstellen und die somit ein Mal fir die Aggressivitat des
Tumors sind, zum Beispiel die Wachstumsrate (Collins et al., 1956). Es ergab
sich unter Berucksichtigung der aktuellen Studienlage die Frage, ob durch Be-
stimmung der Wachstumsrate oder der Tumor-Verdoppelungszeit vor Thera-
piebeginn ein pradiktives Werkzeug vorhanden ist, um die zuerwartende Wirk-
samkeit, gemessen am Gesamtiiberleben, am Progressionsfreien Uberleben
oder am besten objektiven Ansprechen nach RECIST, vorauszusagen. Die Ar-
beit von Gaudy-Marqueste und Kollegen stellt den Zusammenhang zwischen
unterschiedlich schnell wachsenden Metastasen und dem davon beeinflussten
Therapieansprechen, unter Monochemotherapie, dar. Dieser Zusammenhang
unterstreicht die Bedeutung einer schnellen Kinetik beim Melanom, als wichti-
gen Einflussfaktor (Gaudy-Marqueste et al., 2014). Ein Hauptziel der vorliegen-
den Arbeit war, zu untersuchen, ob dieser Zusammenhang auch unter BRAFi-
und MEKI-Therapie sowie unter Immuncheckpoint- Inhibitor Therapie eine wich-

tige Rolle spielt und ob hierbei Unterschiede feststellbar sind. Bei der Entschei-
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dung fir das geeignete Therapieregime bei BRAF V600- mutierten Patienten
konnte mdglicherweise die Unterscheidung zwischen Patienten mit langsamen
und Patienten mit schnellem Progress eine Rolle spielen. Dieses Vorgehen
wurde bereits von Jang und Atkins postuliert (Jang and Atkins, 2013). Neben
der Metastasenkinetik spielt in Bezug auf die Therapieentscheidung hinsichtlich
maoglicher Resistenzbildung, welche immer wieder zu Therapieversagen fuhrt,
die Liquid Biopsy eine wichtige Rolle in der aktuellen Forschung (Leonardi et
al., 2018). Hierbei kann zirkulierende zellfreie DNA (cfDNA) im Blut erfasst wer-
den, die mit dem Voranschreiten der Erkrankung und Resistenzbildung korre-
liert (Gray et al., 2015). Allerdings ist diese Art der Diagnostik im Rahmen des
Melanoms gegenwaértig noch nicht im klinischen Alltag vertreten und daher

ebenfalls Gegenstand der Forschung.

Im Gegensatz zu vorangegangenen Arbeiten zur Metastasenkinetik wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt, die die Bestimmung der Meta-
stasenkinetik vereinfacht, sodass diese im klinischen Alltag praktikabler zum
Einsatz kommen kann. So wurde in dieser Arbeit im Gegensatz zu Arbeiten ei-
ner franzésischen Arbeitsgruppe um Jean-Jacques Grob und Kollegen (Gaudy-
Marqueste et al., 2014, Hartung et al., 2017) bei der alle Metastasen mit einem
Durchmesser von mindestens einem Zentimeter in drei Dimensionen ausge-
messen wurden (Hartung et al., 2017), eine Ziellasion (in aller Regel die grofite
Metastase) in einer Dimension hinsichtlich des gré3ten Durchmessers ausge-
messen. In dieser Arbeit wird daher ein erheblich effizienteres und somit in den
Alltag einfacher zu implementierendes Verfahren untersucht. Auf diese Weise
konnte bereits wahrend der Tumorkonferenzen die Kinetik berechnet und Ein-

fluss auf die Therapieentscheidung genommen werden.

Zusammengefasst war das Ziel dieser Arbeit, die Korrelation zwischen den un-
terschiedlichen Parametern der Tumorkinetik und dem prognostischen Wert,
gemessen am Ansprechen der unterschiedlichen Therapieregime, zu erarbei-
ten. Hierbei sollte auRerdem gepruft werden, ob die genannten Parameter im
Vergleich zu herkdmmlichen klinischen Einflussfaktoren wie S100B, LDH oder
dem Differentialblutbild bedeutsamer sind oder diese sogar ersetzen kénnten.

Vergleichend wurde die zielgerichtete Therapie (BRAFi und MEKi Therapie)
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und die Immuncheckpoint-Blockade (Nivolumab/ Pembrolizumab) eingehend

untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Datenerfassung

Diese retrospektive Auswertung schloss Patienten ein, die an einem fortge-
schrittenen Melanom erkrankt waren und daraufhin mit BRAF- und MEK- Inhibi-
toren oder PD-1 Immuncheckpoint-Blockade therapiert wurden. Eingeschlosse-
ne Patienten wurden in jeweils zwei Kohorten aufgeteilt. Im Rahmen der BRAF-
und MEK- Inhibitoren erfolgte die Aufteilung in eine Kohorte mit BRAF Monothe-
rapie (Vemurafenib oder Dabrafenib) und eine Kohorte mit Kombinationsthera-
pie aus BRAF- und MEK- Inhibitor (Dabrafenib+Trametinib oder Vemurafe-
nib+Cobimetinib). Die mit Immuncheckpoint-Blockade behandelte Patienten-
gruppe wurde in eine Nivolumab und eine Pembrolizumab Kohorte unterteilt,
sodass sich insgesamt vier Kohorten ergaben. Die Daten wurden pseudonymi-
siert erfasst und die Datenerhebung von der lokalen Ethik-Kommission geneh-
migt (Projektnummer: 436/2017BO2- Kohorte der Immuncheckpoint-Blockade
und 257/2018B0O2-Kohorte der BRAF- und MEK-Inhibitoren)

Mit Hilfe des Programms Excel 2016, Version 16.0 wurden die Daten dieser
Studie systematisch aus dem SAP-System der Universitatshautklinik Tabingen
erfasst. Die Tabellen beinhalteten Daten von Patienten vor und nach Therapie-
beginn mit BRAF- und MEK-Inhibitoren und Immuncheckpoint-Blockade. In
Frage kommende Patienten wurden aus den Tumorkonferenzprotokollen der
Jahre 2010 bis 2016 ermittelt. Eingeschlossene Patienten begannen die Thera-
pie zwischen August 2010 und Dezember 2016. Das langste Follow-Up ging bis
Mai 2018, wobei das mediane Follow-Up bei sechs Monaten lag.

Im weiteren Verlauf wurden die Daten jedes eingeschlossenen Patienten hin-
sichtlich vorher festgelegter klinischer Merkmale untersucht. Erhobene Merkma-
le stammten aus Arztbriefen der Hautklinik und der Radiologie. Weitere Quellen
stellten Tumorkonferenz-Protokolle, Laborbefunde und Bildmaterialien aus un-
terschiedlichen bildgebenden Verfahren dar. Schlie3lich wurden Patienten ein-
geschlossen, die eine radiologische Bildgebung an mindestens zwei unter-
schiedlichen Zeitpunkten erhalten hatten. Hierbei handelte es sich in Gberwie-
gender Mehrheit um computertomographische Bilder (CT Bilder). Neben den
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CT Bildern wurden aber auch magnetresonanztomographische Bilder (MRT
Bilder) und positronen-emissions-tomographische Bilder (PET-CT) verwendet.
Die Staginguntersuchungen wurden eingeteilt in Pre-Baseline Staging und Ba-
seline Staging. Dabei wurde als Pre-Baseline Staging jene Untersuchung defi-
niert, die im zeitlichen Verlauf mindestens zwei Wochen vor der Baseline-
Untersuchung stattfand. Die Baseline Untersuchung fand in der Regel unmittel-
bar vor Therapiestart statt. Nach Therapiebeginn erfolgten im Rahmen von
Nachkontrollen weitere Staging Untersuchungen.

2.2 Klinische Merkmale

Zunachst wurden verschiedene Basisinformationen wie Alter bei Therapiebe-
ginn, Geschlecht, Datum der Erstdiagnose, Todesdatum, Datum der Progressi-
on nach Therapiebeginn und das Therapieschema aus den elektronischen Pa-
tientenakten erfasst. Weiterhin wurden im Labor messbare Biomarker, wie bei-
spielsweise LDH, S100B und das Differentialblutbild vor Therapiebeginn ermit-
telt. AuBerdem wurde das TNM Stadium und das klinische Stadium nach der
AJCC Klassifikation von 2009 (Balch et al., 2009) bei Therapiebeginn zur Ein-
schatzung der Erkrankung und des Verlaufs erfasst. Aus den histologischen
Befunden oder den Tumorkonferenz-Protokollen konnte die Tumordicke nach
Breslow, die Lokalisation des Primartumors, der Subtyp und der Ursprung des
Melanoms herausgearbeitet werden. Der Ursprung des Primartumors wurde
unterschieden in kutan, mukds, occult und uveal. Als Subtypen sind Superfiziell
Spreitende Melanome (SSM), Nodulare Melanome (NM), Lentigo Maligna Me-
lanome (LMM) und Akrolentiginése Melanome (ALM) zu nennen (Scolyer et al.,
2011).

AulRerdem wurden die Metastasen hinsichtlich ihres prognostischen Einflusses
untersucht. Hierbei wurde die Gesamttumormasse der Metastasen bestimmt.
Die Lokalisation der Metastasen in den unterschiedlichen Kérperregionen wur-
de ebenso bestimmt wie die Anzahl der befallenen Koérperregionen. Basierend
auf den Informationen der radiologischen Berichte wurden die radiologischen

Original-Bilder systematisch ausgewertet.
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Als klinische Endpunkte wurden das Gesamtiiberleben (OS), das beste objekti-
ve Ansprechen (Best Objective Response) und das Progressionsfreie Uberle-
ben (PFS) festgelegt. Das Gesamtuberleben wurde als die Zeitspanne zwi-
schen Therapiestart und Todeszeitpunkt oder dem letzten Nachsorgetermin
(zensiertes Ereignis) definiert (Cheema and Burkes, 2013). Als Progressions-
freies Uberleben wurde die Zeitspanne zwischen dem Start der Therapie und

dem ersten Progress unter der Therapie definiert (Cheema and Burkes, 2013).
2.3 Metastasenkinetik

Fur die Beschreibung und Analyse der Metastasenkinetik wurde die Wachs-
tumsrate, die Tumor-Verdoppelungszeit, der grof3te Durchmesser der grof3ten
Metastase und die Gesamtsumme der Ziellasionen nach RECIST 1.1 unter
Therapie nach den Response Evaluation Criteria In Solid Tumors 1.1 (RECIST)

bestimmt (Eisenhauer et al., 2009).

Fur die Bestimmung der Tumorlast vor und wahrend der Therapie (nach
RECIST 1.1. Kriterien) wurden die maximal finf gro3ten Metastasen (Ziellasio-
nen) im radiologischen Bildmaterial gemessen. Die Metastasen wurden dabei
unidimensional zumeist in der axialen Schnittebene, im grof3ten Durchmesser
gemessen. Gemall den RECIST-Kriterien wurde fir die Messung der Lymph-
knotenmetastasen der senkrecht zum grof3ten Durchmesser stehende kurze
Achsendurchmesser verwendet. Dieses Verfahren findet tGblicherweise Anwen-
dung, da der Lymphknoten auch physiologisch in einer Gréf3e von einigen Mil-

limetern vorhanden ware (Eisenhauer et al., 2009).

Zur Bestimmung der Tumormasse wurden aus dem Bildmaterial des Baseline
Stagings die grof3ten Durchmesser der funf gréf3sten Metastasen gemessen und
die Durchmesser anschliel3end addiert. Dabei durften, entsprechend der RE-
CIST Kriterien, maximal zwei Metastasen aus einem Organ stammen
(Eisenhauer et al., 2009). Dies wurde wiederholt im ersten und zweiten Staging
nach Therapiestart durchgefihrt. Die Verdnderung der Tumormasse im Verlauf
der unterschiedlichen Stagings wurde im nachsten Schritt prozentual berechnet

und im weiteren Verlauf als bestes objektives Ansprechen dargestelit.
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Die RECIST-Kriterien definieren eine Reduktion der Tumormasse um 100 Pro-
zent als Komplettremission (engl. Complete Response, CR). Die Teilremission
(engl. Partial Response, PR) wird als eine Reduktion der Tumormasse von
mindestens 30 Prozent definiert. Weiterhin wird ein unveranderter Zustand
(engl. Stable Disease, SD) als eine Reduktion von weniger als 30 Prozent und
ein Zuwachs weniger als 20 Prozent festgelegt. Weiterhin definieren die
RECIST-Kriterien eine Progression (engl. Progressive Disease, PD) bei einem
Zuwachs der Tumormasse von mindestens 20 Prozent oder bei neu aufgetrete-
nen Metastasen, die zum Zeitpunkt des Therapiestarts noch nicht abgrenzbar
waren (Eisenhauer et al., 2009). Anhand der Stagings nach Therapiebeginn
konnte so die Best Objective Response der unterschiedlichen Therapien erfasst

werden.

Ausgehend von der Annahme, dass die Metastase mit dem gré3ten Durchmes-
ser die wachstumsstarkste und dadurch reprasentativ fur das Wachstumsver-
halten des metastasierten Tumors ist, wurde diese als Ziellasion und somit als
Mal3 fur die Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeit der Erkrankung aus-

gewabhlt.

Die Ziellasion als Malf3 fur die Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeit wur-
de somit als die gro3te Metastase, gemessen im grof3ten Durchmesser, defi-
niert. Um diese zu ermitteln, wurde das radiologische Bildmaterial systematisch
ausgewertet. Dabei wurden die Metastasen, wie Abbildung 1 exemplarisch
zeigt, zu unterschiedlichen Zeitpunkten ausgemessen. Im Folgenden wurde die
Wachstumsrate berechnet. Wie in Abbildung 2 ersichtlich, wurde die Wachs-
tumsrate aus dem Quotienten des absoluten Zuwachses und der Zeitdifferenz
zwischen den pratherapeutischen Stagings in Tagen errechnet. Anschliel3end
wurde das Ergebnis mit 30,4375 (durchschnittliche Dauer eines Monats in Ta-
gen, basierend auf einem 365 Tage dauernden Kalenderjahr) multipliziert, um

die Wachstumsrate in Millimeter pro Monat angeben zu kénnen.
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Abbildung 1: Exemplarische Ausmessung schnell und langsam wachsender
Metastasen (CT-Bilder)
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Abbildung 2: Bestimmung der Metastasenwachstumsrate

Die Tumorverdoppelungszeit wurde als weiterer klinischer Parameter aus der
Zeitdifferenz zwischen Pre-Baseline- und Baseline Staging und der Verande-
rung der Durchmesser der Ziellasion ermittelt. Die Berechnung erfolgte anhand

der nachstehenden Formel.

(Datum PreBaseline Staging - Datum Baseline Staging)

(Durchmesser Baseline - Durchmesser PreBaseline)
Durchmesser PreBaseline

Bestes objektives Ansprechen, Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uber-

Tumorverdoppelungszeit (Tage) =

leben wurden neben den oben genannten klinischen Parametern auch mit der

Wachstumsrate und der Tumor-Verdoppelungszeit korreliert.

2.4 Statistik

Gemessen am Gesamtiiberleben, Progressionsfreien Uberleben und dem bes-
ten objektiven Ansprechen nach RECIST Kriterien 1.1, wurde die Therapieaus-
wirkung unter dem Einfluss der unterschiedlichen Parameter fur die unter-

schiedlichen Therapieregime ermittelt.

2.4.1 Bestimmung von Grenzwerten fur metrische Variablen

Fur die metrischen Variablen Alter, Anzahl betroffener Regionen, LDH, S100B,
Wachstumsrate, Verdoppelungszeit, Tumorgesamtmasse, Durchmesser der
groRten Lasion, Neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten, Eosino-
phile Granulozyten sowie Basophile Granulozyten wurde nach Ermittlung eines
Trennwertes eine Einteilung in je zwei Gruppen vorgenommen. Die Grenzwerte
wurden mit der maxstat Bibliothek fir R berechnet. Fir LDH und S100B wurden
hierzu klinisch etablierte Werte verwendet (250U/L fur LDH und 0,1lug/I fur
S100B).
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2.4.2 Univariate Analyse

Fur jedes der relevanten klinischen Merkmale wurde zunachst univariat analy-
siert, ob der Parameter einen Effekt auf das Uberleben aufwies. Hierzu wurde
fur jede Auspréagung des jeweiligen Merkmals das mediane Gesamt- sowie das
progressionsfreie Uberleben berechnet. Zur Signifikanztestung wurde sodann
fur jedes Merkmal der Log-Rank-Test angewandt. Mit diesem Test wird unter-
sucht, ob die Uberlebenszeiten zwischen den Gruppen der Merkmale einen
signifikanten Unterschied zeigen. Im Falle eines signifikanten Tests wurde der
Einfluss des Merkmals mittels eines nach Gruppen getrennten Kaplan-Meier-
Kurvendiagrammes visualisiert. Dies wurde fur alle klinischen Merkmale bei
BRAFi- Mono- und BRAFi- und MEKIi- Kombinationstherapie sowie fir einige
ausgewahlte Merkmale bei Immuncheckpoint-Blockade durchgefuhrt. Hinsicht-
lich des Gesamtiberlebens wurde bei Patienten, die mit Immuncheckpoint-
Blockade behandelt wurden, mit Hilfe der univariaten Cox Regression die Ha-
zard Ratio (HR) berechnet. Bei den durchgefuhrten Berechnungen wurden
p-Werte <0,05 als signifikant betrachtet.

2.4.3 Multivariate Analyse

Weiterhin wurde firr beide Arten von Uberleben, OS und PFS und jeweils ge-
trennt nach Gruppe eine multivariate Cox-Regression berechnet. Hierbei wur-
den alle Merkmale, die in obiger univariater Analyse signifikant waren als unab-
hangige Variablen ausgewabhilt.

Des Weiteren wurde fir jedes der oben beschriebenen Merkmale sowie ge-
trennt fur die zwei Kohorten BRAFi- Monotherapie und BRAFi- und MEKi- Kom-
binationstherapie der Fisher-Test angewandt, um zu prifen, ob die Merkmale
eine signifikante Assoziation mit dem besten objektiven Ansprechen aufwiesen.
Neben den Signifikanzen, angegeben durch die p-Werte, wurden die Odds Ra-

tios ausgewiesen.

Der Fisher-Test kam neben dem zweiseitigen Mann-Whitney U-Test ebenfalls
bei der Untersuchung des besten objektiven Ansprechens bei den Immun-

checkpoint Inhibitoren zum Einsatz.



Material und Methoden 16

Alle Analysen wurden mit R Version 3.5.1. (R Core Team (2018). R: A language
and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Compu-

ting, Vienna, Austria) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse BRAFi- Mono- und BRAFi- und MEKi-
Kombinationstherapie

3.1.1 Stichprobenbeschreibung

3.1.1.1 Geschlechterverteilung

Die Analyse wurde anhand eines Datensatzes von N=193 Patienten vorge-
nommen. Hiervon waren 87 Patienten (45.1%) weiblich und 106 (54.92%)
mannlich. Von diesem Kollektiv erhielten 86 (44.6%) Patienten eine Monothera-
pie mit einem BRAF-Inhibitor sowie 105 (54.4%) Patienten eine Kombinations-
therapie mit BRAF- und MEK- Inhibitor. Die BRAF-Inhibitor Kohorte bestand
aus 49 (46.7%) Frauen und 56 (53.3%) Méannern, die Kohorte BRAF- und MEK-
Inhibitor aus 37 (43.0%) Frauen und 49 (57.0%) Mannern.

Die Geschlechtsverteilung kommt in Anhang 1 zur Darstellung.

3.1.1.2 Altersverteilung

Die Altersverteilung lag zwischen 20 und 83 Jahren. Das arithmetische Mittel
betrug, bei einer Standardabweichung von SD=12.3 Jahren, 57 Jahre. Die
nachfolgende Abbildung 3 veranschaulicht die Altersverteilung der Stichprobe
mittels eines Histogramms, sie ist zweigipflig. Ein Grof3teil der Probanden war
zwischen 30 und 65 Jahre alt, wobei das Histogramm eine Spitze bei ungefahr
51 Jahren zeigte. Der zweite Gipfel befand sich zwischen 70 und 80 Jahren mit

einem Gipfel bei 75 Jahren.
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Abbildung 3: Altersverteilung Zielgerichtete Therapie - gesamte Stichprobe

Die Untersuchung der Altersverteilung separat fir BRAFi- Mono- und BRAFi-
und MEKIi- Kombinationstherapie ergab, in Abbildung 4 dargestellt, folgende
Verteilung. In der BRAF-Inhibitor Kohorte betrug das arithmetische Mittel des
Alters 56 Jahre (SD=11.6 Jahre) bei einer Spannweite von 29 bis 81 Jahren. In
der Kohorte der BRAFi und MEK:i lag das Alter im arithmetischen Mittel bei 57.8
Jahren (SD=13.2 Jahre), die Spannweite betrug 19 bis 83 Jahren.
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BRAF- und MEK-Inhibitor
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Abbildung 4: Altersverteilung Zielgerichtete Therapie - Aufteilung der Kohorte
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Es wurde deutlich, dass die Altersverteilung der zwei Kohorten vergleichbar
war. Die Gruppe der BRAF-Inhibitoren zeigte jedoch einen deutlichen Gipfel bei
den 50-55-jahrigen. Im Gegensatz dazu, zeigte die Verteilung der Kohorte
BRAFi und MEKIi eine geringfugig breitere Verteilung mit einem weniger deut-

lich ausgepragten Maximum bei 60 bis 65 Jahren.

3.1.2 Uberlebenszeitanalyse

Das mediane Gesamtuberleben fir die gesamte Stichprobe betrug 27.0 Mona-
te. Die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit betrug 6.1 Monate. Verglei-
chend lag das OS der BRAFi Kohorte mit 23.5 Monaten unterhalb des Gesamt-
Uberlebens der BRAFi und MEKi Kohorte mit 34.6 Monaten. Ebenso wurde die-
ses fur das Progressionsfreie Uberleben gezeigt. Das mediane PFS lag fir die
BRAFi Kohorte bei 5.3 Monaten gegenuber 8.5 Monaten in der BRAFi und
MEK:i Kohorte.

Im Folgenden sind die Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abbildung 5-7 darge-
stellt. Es zeigt sich, dass die Kurve Progressionsfreien Uberlebens innerhalb
der ersten 10 Monate besonders steil abféllt, was bedeutet, dass es in diesem
Zeitraum am haufigsten zu einem Krankheitsprogress kam. Zudem war auffal-

lig, dass das Gesamtlberleben in den ersten 20 Monaten am starksten zurick-
ging.
Die Kurven der BRAFi Kohorte verlaufen zu Beginn etwas steiler als die der

BRAFi und MEKi Kohorte. Dies korreliert mit den kiirzeren Uberlebenszeiten
(OS, PFS) der BRAFi Kohorte.
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Abbildung 5: Gesamte Kohorte: Gesamtiberleben und Progressionsfreies
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Abbildung 6: BRAFi Kohorte: Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uberle-

ben
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Abbildung 7: BRAFi und MEKi Kohorte: Gesamtuiberleben und Progressions-
freies Uberleben

3.1.3 Analyse des Einflusses klinischer Merkmale auf das
Gesamtuberleben und das Progressionsfreie Uberleben bei
Patienten mit BRAFi- Mono- und BRAFi und MEKi-
Kombinationstherapie

Zunachst wurde, wie im Methodik-Kapitel beschrieben, fir jedes Merkmal ein
Grenzwert ermittelt. Anhand dieser Grenze, die die klinischen Merkmale in
,Niedrig“ und ,Hoch® einteilt, wurde es moglich den Einfluss der unterschiedlich
ausgepragten Merkmale auf das Therapieansprechen, gemessen an OS, PFS
und dem besten objektiven Ansprechen, zu erfassen. Dadurch war fur jeden
metrischen Wert eine konkrete Aussage beziglich der prognostischen Wertig-
keit moglich. Die Einteilung der Merkmale anhand der ermittelten Grenzwerte ist
Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Klinische Merkmale - Grenzwerte

Faktor Niedrig Hoch
Alter < 47 Jahre > 47 Jahre
LDH <250 U/l > 250 U/l
S100B <0.10 ug/l > 0.10 ug/|
Anzahl betroffener Regionen <2 >2
Wachstumsrate < 4.30 mm/Monat > 4,30 mm/Monat
Verdoppelungszeit <218 Tage > 218 Tage
Tumorgesamtmasse (RECIST TLs) <68.7 mm > 68.7 mm
Durchmesser der grof3ten Metastase <26.4 mm > 26.4 mm
Neutrophile Granulozyten < 8.34/ml > 8.34/ml
Lymphozyten < 2.34/ml > 2.34/ml
Monozyten <0.98/ml > 0.98/ml
Eosinophile Granulozyten <0.03/ml > 0.03/ml
Basophile Granulozyten <0.08/ml > 0.08/ml

Die Untersuchung der ausgewéhlten metrischen Merkmale anhand der Grenz-
werte wurde getrennt in den BRAFi und BRAFi und MEKi Kohorten durchge-

fuhrt. Die medianen Uberlebenszeiten sowie die p-Werte des Log-Rank-Tests

werden in der nachstehenden Tabelle 2 zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 2: Univariate Analyse der Auswirkung metrischer klinischer Merkmale

auf OS und PFS

Klinische Merkmale BRAFi BRAFi u. MEKi

Alter Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtliberleben 14.0 26.7 0.23 34.6 35.5 0.57
Progressionsfreies Uberleben 5.7 5.3 0.63 5.4 8.9 0.41
ﬁgﬁahl JEMEITENET RETe- Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtliberleben 38.7 16.8 | 0.0182 - 14.1 | 0.0009
Progressionsfreies Uberleben 6.2 4.9 0.17 15.24 5.7 |<0.0001
LDH Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtiiberleben 28.6 16.3 0.14 - 13.6 | 0.0004
Progressionsfreies Uberleben 5.7 5.2 |0.0775 15.2 5.5 |<0.0001
S100B Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtiiberleben 28.6 23.5 0.53 - 27.2 | 0.0899
Progressionsfreies Uberleben 5.4 5.3 0.43 20.83 6.1 | 0.0066
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Klinische Merkmale BRAFi BRAFi u. MEKi
Wachstumsrate Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtiberleben 49.1 15.2 | 0.0331 - 16.9 | 0.0391

Progressionsfreies Uberleben 7.9 5.3 |0.0354 13.9 5.4 | 0.0012

Tumor-Verdoppelungszeit Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p

Gesamtlberleben 18.9 - 0.0263 30.0 - 0.19
Progressionsfreies Uberleben 5.3 18.0 | 0.0079 8.5 13.0 0.19
Tumorgesamtmasse Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtlberleben 49.1 14.1 | 0.0032 - 27.2 | 0.0429
Progressionsfreies Uberleben 6.2 4.6 |0.0112 12.4 5.5 | 0.0058
Durchmesser Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtliberleben 50.8 15.2 | 0.0115 - 27.2 | 0.0815

Progressionsfreies Uberleben 6.2 4.7 0.10 12.42 6.1 | 0.0139

Neutrophile Granulozyten Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p

Gesamtliberleben 25.0 12.2 0.12 - 9.7 | 0.0379
Progressionsfreies Uberleben 5.4 4.9 0.36 7.3 5.7 0.29
Lymphozyten Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtlberleben 23.5 5.7 0.045 35.5 15.2 0.56
Progressionsfreies Uberleben 5.7 3.7 |0.0508 7.3 6.9 0.70
Monozyten Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtlberleben 25.0 12.2 | 0.0065 - 12.1 | 0.0165
Progressionsfreies Uberleben 5.7 4.9 0.16 9.3 5.0 | 0.0154
Eosinophile Granulozyten Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtliberleben 25.0 18.9 0.52 9.7 35.5 | 0.0686
Progressionsfreies Uberleben 6.6 5.3 0.99 4.7 8.5 0.40
Basophile Granulozyten Niedrig | Hoch p Niedrig | Hoch p
Gesamtlberleben 20.1 11.0 0.38 35.5 11.4 | 0.0286
Progressionsfreies Uberleben 5.7 3.5 |0.0597 8.5 5.4 0.32
Legende: mediane Uberlebenszeitangaben in Monaten; p- p-Wert; “ - “ Nichterreichen

des medianen Uberlebes

In Tabelle 2 wird gezeigt, dass das Alter keinen signifikanten Einfluss auf das
PFS und das OS, weder in der BRAFi, noch in der MEKi Kohorte, hatte.
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Bei Betrachtung der Zellreihen des Differentialblutbildes wird deutlich, dass die
eosinophilen Granulozyten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf das PFS
und das OS hatten. Dies gilt fir die BRAFi als auch fur die BRAFi und MEKI
Kohorte.

Fur einzelne Kklinische Merkmale konnten gleichermalRen in der BRAFi als auch
in der BRAFi und MEKI Kohorte signifikante Ergebnisse ermittelt werden. Das
Vorhandensein von mehr als zwei von Metastasen betroffenen Regionen fihrte
zu einer signifikanten Verkirzung des Gesamtuberleben (OS) (BRAFi,
p=0.0182; BRAFi u. MEKIi, p=0.0009).

Ein weiteres Merkmal, fur das in beiden Kohorten sowohl signifikante Ein-
schréankungen fur das OS als auch fur das PFS festgestellt werden kdnnen, ist
die Metastasenwachstumsrate. Patienten der BRAFi Monotherapie Kohorte mit
einer Metastasenwachstumsrate von mehr als 4.3 mm/Monat wiesen ein signifi-
kant kiirzeres Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uberleben auf (OS,
15.2 vs. 49.1 Monate, p=0.0331; PFS, 5.3 v.s. 7.9 Monate, p=0.0354). Fir die
BRAFi u. MEKi Kohorte wurde ein signifikanter Unterschied von p=0.0391 fur
das OS errechnet, ebenso fur das PFS, p=0.0012.

Des Weiteren hatte die Tumorgesamtmasse einen signifikanten Einfluss auf
das Gesamtiiberleben und das Progressionsfreie Uberleben in beiden Kohor-
ten. Betrug der Durchmesser der Tumorgesamtmasse mehr als 68.7mm, wurde
das OS und das PFS signifikant verkurzt (BRAFi, OS p=0.0032, PFS p=0.0112;
BRAFi u. MEKIi, OS p=0.0429, PFS p=0.0058).

Fur das Merkmal Durchmesser der grofdten Metastase (Ziellasion >26.4mm)
wurde in der BRAFi u. MEKi Kohorte eine signifikante Abnahme des PFS auf
circa die Halfte von 12.42 auf 6.11 Monate nachgewiesen (p=0.0139).

Schlief3lich konnte fur die Monozyten im Differentialblutbild ein signifikanter Ein-
fluss auf das Gesamtiiberleben in der BRAFi aber auch in der BRAFi u. MEKi
Kohorte gezeigt werden. Waren die Monozyten uber 0.98/ml, verringerte sich
das OS von 25.0 auf 12.2 Monate in der BRAFi Kohorte (p=0.0065). In der
BRAFi u. MEKi Kohorte wurde das Gesamtuberleben auf 12.1 Monate verkirzt
(p=0.0165).
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Fur die folgenden Merkmale wurde in der Auswirkung auf OS und PFS entwe-
der nur in der BRAFi Kohorte oder nur in der BRAFi u. MEKi Kohorte ein signifi-
kanter Einfluss festgestellt. In der BRAFi Kohorte konnte ein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen dem grof3ten Durchmesser der grof3ten Metastase und
dem Gesamtlberleben festgestellt werden. War der Durchmesser grol3er als
26.4mm, wurde das mediane Gesamtiberleben der BRAF Kohorte von 50.8 auf
15.2 Monate verkurzt (p=0.0115).

Das mediane Gesamtuberleben der BRAFi Kohorte wurde aul3erdem durch die
Anzahl der Lymphozyten im Differentialblutbild signifikant beeinflusst. Es konnte
gezeigt werden, dass das OS bei einer Lymphozytenzahl groRer als 2.34/ml

von 23.5 auf 5.7 Monate vermindert wurde (p=0.045).

Die etablierten Parameter LDH und S100B zeigten in der BRAFi u. MEKi Kohor-
te einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiuberleben und das Progressions-
freie Uberleben. LDH Werte gréRer als 250 U/l, waren assoziiert mit einem ver-
kirzten PFS von 15.2 auf 5.5 Monate (p=<0.0001) und einem signifikant ver-
kiirzten OS (p=0.0004). Der Tumormarker S100B grof3er als 0.10ug/l korrelierte
mit einer Reduktion des PFS von 20.8 auf 6.1 Monate in der BRAFi u. MEKIi
Kohorte (p=0.0066).

Fur einzelne Werte des Differentialblutbildes konnte ein Einfluss auf das Uber-
leben nachgewiesen werden. In der BRAFi u. MEKi Kohorte wurde gezeigt,
dass bei einer Erhéhung der Basophilen Granulozyten >0.08/ml das OS von
35.5 auf 11.4 Monate reduziert wurde (p=0.0286). Ein Anstieg der Monozyten
Uber 0.98/ml ging nicht nur, wie oben beschrieben, in beiden Kohorten mit ei-
nem verminderten OS, sondern in der BRAFi u. MEKi Kohorte auch mit einem
verkurzten PFS einher. Es wurde eine Reduktion von 9.30 auf 4.99 Monaten
bestimmt (p=0.0154). Weiterhin wurde deutlich, dass einem erhéhten Wert der
Neutrophilen Granulozyten bei Therapiebeginn Gber 8.34/ml das OS signifikant
verkurzt war (BRAFi u. MEKIi, p=0.0379).

Die folgenden Graphiken in Abbildung 8 zeigen die Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven fir Gesamt- und progressionsfreies Uberleben. Es werden

die Merkmale dargestellt, die im Verlauf auch in der multivariaten Analyse signi-
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fikante Einflisse aufwiesen. Die Merkmale, die in der multivariaten Analyse
nicht signifikant waren, werden in Anhang 2 und 3 als Kaplan-Meier-

Uberlebenskurve dargestellt.
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uberleben beider Ko-

horten in Abhangigkeit klinischer Merkmale
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Im Weiteren wurden die nicht numerischen Merkmale Geschlecht, Lebermeta-
stasen, Knochenmetastasen und Gehirnmetastasen und deren Auswirkung auf
PFS und OS in beiden Kohorten univariat untersucht. Die Ergebnisse werden in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Univariate Analyse der Auswirkung nicht metrischer klinischer Merk-
male auf OS und PFS

BRAFi BRAFi u. MEKi

Gesamtiberleben Nein Ja P Nein Ja p
Geschlecht Mé&nnlich 15.4 27.0 0.76 - 34.6 0.56
Lebermetastasen 25.0 16.6 0.25 - 16.9 0.0115
Knochenmetastasen 28.6 141 0.0424 - 114 0.0064
Hirnmetastasen 36.9 12.2 0.0011 34.6 141 0.0032
Progressionsfreies Uberleben | Nein Ja P Nein Ja p
Geschlecht Ménnlich 5.7 5.3 0.87 9.3 7.0 0.63
Lebermetastasen 5.8 4.9 0.27 9.7 6.1 0.0200
Knochenmetastasen 5.3 5.9 0.34 9.3 6.2 0.24
Hirnmetastasen 5.7 5.3 0.48 9.3 51 0.0115

Legende: mediane Uberlebenszeitangaben in Monaten; p- p-Wert

Die Analyse des Geschlechts ergab in beiden Kohorten keinen signifikanten
Einfluss, weder auf das Gesamtiiberleben noch auf das progressionsfreie Uber-
leben. Fur den Einfluss der Knochenmetastasen konnte eine signifikante Ver-
kiirzung des medianen Gesamtiiberlebens sowohl in der BRAFi als auch in der
BRAFi u. MEKi Kohorte gezeigt werden (p=0.0424; p=0.0064). In der BRAFi
Kohorte konnte gezeigt werden, dass das Gesamtiiberleben (OS) von 36.9 auf
12.2 Monate um zwei Drittel verkirzt war, wenn Hirnmetastasen vorhanden wa-
ren (p=0.0011), ebenso in der BRAFi u. MEKi Kohorte (34.6 auf 14.1 Monate,
p=0.0032). In der BRAFi u. MEKi Kohorte hatten Hirnmetastasen auch einen
signifikant reduzierenden Einfluss auf das Progressionsfreie Uberleben. Es
wurde von 9.3 auf 5.1 Monate vermindert (p=0.0115). Abschlie3end konnte bei
Vorhandensein von Lebermetastasen in der BRAFi u. MEKi Kohorte eine signi-
fikante Reduktion des Gesamtiiberlebens und des Progressionsfreien Uberle-
bens nachgewiesen werden (p=0.0115; p=0.0200).
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3.1.4 Multivariate Analyse

3.1.4.1 Multivariate Analyse Gesamtiiberleben

Die univariat untersuchten Parameter wurden im néchsten Schritt auf ihre Un-
abhangigkeit in Bezug auf den risikoerhohenden Effekt multivariat untersucht.

Die Ergebnisse fur das Gesamtiuberleben sind in Tabelle 4 und 5 dargestellt.

In der BRAFi Kohorte konnte gezeigt werden, dass zwei Merkmale einen signi-
fikanten Einfluss auf das Gesamtliberleben hatten. War der Durchmesser der
groldten Metastase grof3er als 26.4mm, war das Gesamtiuberleben beeintrach-
tigt (p=0.0135; HR 6.5, CI 1.5-28.6). Als zweites Merkmal wurde fur die Mo-
nozytenzahl gezeigt, dass das Gesamtuberleben, bei einem Ausgangswert vor
Therapiebeginn von groRer als 0.98/ml, vermindert war (p=0.0080; HR 6.3; CI
1.6-24.3).

In der BRAFi u. MEKi Kohorte zeigten ebenfalls zwei Merkmale einen signifi-
kanten Einfluss auf das Gesamtiberleben. Das Vorhandensein von mehr als
zwei durch Metastasen betroffene Regionen, fuhrte zu einer signifikanten Re-
duktion des Gesamtiiberlebens (p=0.0018); HR 8.8, CI 2.2-34.6). Bei Erh6hung
der basophilen Granulozyten (>0.08/ml) konnte ebenfalls ein signifikanter
Ruckgang des Gesamtiiberlebens in der BRAFi u. MEKi Kohorte gezeigt wer-
den (p=0.0349; HR 4.4, Cl 1.1-17.5)
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Tabelle 4: Multivariate Cox-Regression: Gesamtiiberleben der BRAFi Kohorte

in Abhangigkeit klinischer Merkmale

BRAF-Inhibitor (n = 86)

Klinische Merkmale Auspragung
HR (95% CI) p
Nein 1
Knochenmetastasen
Ja 1.1 (0.4-3.1) 0.79
, Nein 1
Hirnmetastasen
Ja 2.6 (1.0-6.8) 0.0593
Anzahl betroffener Re- <2 1
gionen >2 0.5(0.2-1.3) 0.16
< 4.30 mm/Monat 1
Wachstumsrate
> 4.30 mm/Monat 0.7 (0.2-2.2) 0.51
_ <217.99 Tage 1
Verdoppelungszeit
> 217.99 Tage 0.1 (0.0-1.2) 0.0765
<68.7 mm 1
Tumorgesamtmasse
> 68.7 mm 0.8 (0.2-2.7) 0.65
< 26.4 mm 1
Durchmesser
> 26.4 mm 6.5 (1.5-28.6) 0.0135
< 2.34/ml 1
Lymphozyten
> 2.34/ml 3.4 (0.8-14.3) 0.10
<0.98/ml 1
Monozyten
> 0.98/ml 6.3 (1.6-24.3) 0.0080

Legende: CI- Konfidenzintervall; HR- Hazard Ratio; p- p-Wert; LDH- Laktatdehydro-

genase
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Tabelle 5: Multivariate Cox-Regression: Gesamtuberleben der BRAFi u. MEKI

Kohorte in Abhangigkeit klinischer Merkmale

o BRAF- u. MEK- Inhibitor (n = 105)
Klinische Merkmale Auspragung
HR (95% CI) p
Nein 1
Lebermetastasen
Ja 0.5(0.1-1.7) 0.24
Nein 1
Knochenmetastasen
Ja 1.4 (0.5-3.7) 0.52
Anzahl betroffener Re- <2 1
gionen >2 8.8 (2.2-34.6) 0.0018
< 250 U/ 1
LDH
> 250 U/l 4.2 (1.0-18.3) 0.0541
<4.30mm/Monat 1
Wachstumsrate
>4.30mm/Monat 2.75 (0.9-8.2) 0.0686
< 68.7 mm 1
Tumorgesamtmasse
> 68.7 mm 0.8 (0.3-2.2) 0.71
_ < 8.34/ml 1
Neutrophile Granulozyten
> 8.34/ml 3.4 (0.8-15.4) 0.11
<0.98/ml 1
Monozyten
> 0.98/ml 0.7 (0.1-3.0) 0.60
_ <0.08/ml 1
Basophile Granulozyten
> 0.08/ml 4.4 (1.1-17.5) 0.0349

Legende: CI- Konfidenzintervall; HR- Hazard Ratio; p- p-Wert; LDH- Laktatdehydro-
genase

3.1.4.2 Multivariate Analyse Progressionsfreies Uberleben

Die univariat untersuchten Parameter wurden neben dem Einfluss auf das Ge-
samtiiberleben auch auf das Progressionsfreie Uberleben hinsichtlich ihrer Un-
abhangigkeit in Bezug auf den risikoerhbhenden Effekt multivariat untersucht.
Die Ergebnisse des Progressionsfreien Uberlebens sind in Tabelle 6 und 7 dar-
gestellt.

In der BRAFi Kohorte zeigte sich eine negative Assoziation zwischen der Tu-

morverdoppelungszeit und dem Risiko einer Progression. Eine Verdoppelungs-
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zeit grof3er als 217.99 Tage korrelierte mit einem verminderten Progressionsri-
siko (p=0.0372; HR 0.4, CI 0.2-0.9). In der BRAFi u. MEKi Kohorte konnte fir
das Merkmal Anzahl der betroffenen Regionen und die Wachstumsrate ein sig-
nifikanter Zusammenhang gezeigt werden. Waren mehr als zwei Regionen
durch Metastasen betroffen, zeigte sich das Risiko der Progression signifikant
erhoht (p=0.0019; HR 4.4, Cl 1.7-14.4). Die Wachstumsrate >4.3mm/Monat
korrelierte ebenfalls mit einem gesteigerten Risiko fur einen Krankheitsprogress
(p=0.0111; HR 3.3, Cl 1.3-8.5).

Tabelle 6: Multivariate Cox-Regression: Progressionsfreies Uberleben der
BRAFi Kohorte in Abhangigkeit klinischer Merkmale

o BRAF-Inhibitor (n = 86)
Klinische Merkmale Auspragung
HR (95% CI) p

< 4.30 mm/Monat 1

Wachstumsrate > 4.30 mm/Monat 1.1 (0.6-2.0) 0.87
_ <217.99 Tage 1

Verdoppelungszeit

> 217.99 Tage 0.4 (0.2-0.9) 0.0372

<68.7 mm 1
Tumorgesamtmasse

> 68.7 mm 1.7 (0.9-3.2) 0.0864

Legende: CI- Konfidenzintervall; HR- Hazard Ratio; p- p-Wert; LDH- Laktatdeydro-
genase
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Tabelle 7: Multivariate Cox-Regression: Progressionsfreies Uberleben der
BRAFi u. MEKi Kohorte in Abhéngigkeit klinischer Merkmale

o BRAF & MEK Inhibitor (n = 105)
Klinische Merkmale Auspragung
HR (95% CI) p
Lebermetastasen Nein 1
Ja 0.6 (0.2-1.4) 0.22
Hirnmetastasen Nein 1
Ja 1.12 (0.4-3.0) 0.83
Anzahl betroffener Re- <2 1
gionen > 2 4.4 (1.7-11.4) 0.0019
<250 U/ 1
LDH
> 250 U/I 1.7 (0.6-4.6) 0.27
< 0.1 pg/l 1
S100B Ha
> 0.1 g/l 1.8 (0.7-4.6) 0.25
< 4.30 mm/Monat 1
Wachstumsrate
> 4.30 mm/Monat 3.3 (1.3-8.5) 0.0111
< 68.7 mm 1
Tumorgesamtmasse
> 68.7 mm 0.5 (0.2-1.2) 0.12
<26.4 mm 1
Durchmesser
> 26.4 mm 1.0 (0.3-2.7) 0.93
<0.98/ml 1
Monozyten
> 0.98/ml 2.2 (0.8-5.9) 0.11

Legende: CI- Konfidenzintervall; HR- Hazard Ratio; p- p-Wert; LDH- Laktatdehydrogena-
se

3.1.5 Analyse Bestes Objektives Ansprechen

In der Gesamtstichprobe zeigten 121 von 193 (70,8%) Patienten ein partielles
oder komplettes Ansprechen, 21 von 193 (12,3%) Patienten einen Progress
und 29 von 193 (17,0%) eine stabile Erkrankung. Fur keines der untersuchten
Merkmale konnte ein signifikanter Zusammenhang mit dem besten objektiven
Ansprechen nach RECIST gezeigt werden, wie die Tabelle in Anhang 4 zeigt.
Das Therapieansprechen in Patienten, behandelt mit BRAFi u. MEKI, war, ge-
messen am besten objektiven Ansprechen, unabhangig von der Auspragung

der Merkmale, annahernd gleich gut.
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3.2 Ergebnisse Nivolumab und Pembrolizumab

3.2.1 Stichprobenbeschreibung

Die Analyse wurde anhand eines Datensatzes von N=179 Patienten vorge-
nommen. Die Kohorte wurde in zwei Gruppen aufgeteilt. Hiervon wurden 53

Patienten mit Nivolumab und 126 mit Pembrolizumab behandelt.

3.2.1.1 Geschlechterverteilung

In der Nivolumab Kohorte waren 21 Patienten (39.6 %) weiblich und 32 Patien-
ten (60,4%) méannlich. Die Pembrolizumab Kohorte bestand aus 49 weiblichen
(38,9%) und 77 mannlichen (61,1%) Patienten. Hierbei wurde beobachtet, dass
in beiden Gruppen ein @hnliches Verhaltnis zwischen mannlichen und weibli-
chen Patienten bestand, jedoch die mannlichen Patienten in beiden Gruppen

uberwogen.

3.2.1.2 Altersverteilung

Um die Altersverteilung zu beschreiben wurde eine Einteilung < 60 Jahre und
> 60 Jahre vorgenommen. In der Nivolumab Kohorte waren 31 Patienten
(58,5 %), < 60 Jahre alt und 22 Patienten (41.5 %), die > 60 Jahre alt waren.
Der groRere Anteil der Patienten war daher < 60 Jahre alt. In der Pembrolizum-
ab Kohorte waren 45 Patienten (35,7 %), < 60 Jahre alt und 81 Patienten (64,3
%), die > 60 Jahre alt. Der gré3ere Anteil der Patienten war > als 60 Jahre alt.

Die Zahlen sind Tabelle 8 zu entnehmen.

3.2.1.3 Hirn-und Lebermetastasen

Wie in Tabelle 8 zu sehen, wiesen in der Nivolumab Kohorte 15 Patienten
(28,3 %) Hirnmetastasen auf. In der Pembrolizumab Gruppe konnte hingegen
bei 45 Patienten (35,7%) eine Metastasierung in das Gehirn festgestellt werden.
Hinsichtlich der Lebermetastasen ergab sich folgende Verteilung. In der Nivo-
lumab Kohorte hatten 17 Patienten (32,1 %) Lebermetastasen. In der Pembroli-
zumab Kohorte waren 35 Patienten (27,8 %) mit Lebermetastasen vor Thera-

piebeginn eingeschlossen.
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Tabelle 8: Stichprobenubersicht — Immuncheckpoint Blockade

Nivolumab Kohorte | Pembrolizumab Kohorte
Merkmal Auspragung (n =53) (n =126)
No. (%) No. (%)
<60 31 (58.5) 45 (35.7)
Alter (Jahre) > 60 22 (41.5) 81 (64.3)
Weiblich 21 (39.6) 49 (38.9)
Geschlecht Mannlich 32 (60.4) 77 (61.1)
. Nein 38 (71.7) 81 (64.3)
Hirnmetastasen Ja 15 (28.3) 45 (35.7)
Nein 36 (67.9) 91 (72.2)
Lebermetatstasen Ja 17 (32.1) 35 (27.8)
Erstlinie 12 (22.6) 48 (38.1)
Cgftihe'rgeiren Zweitlinie 24 (45.3) 40 (31.7)
P > Drittlinie 17 (32.1) 38 (30.2)

3.2.2 Multivariate Analyse Gesamtiuberleben

In der multivariaten Analyse der Nivolumab und der Pembrolizumab Kohorte
konnte fur beide Kohorten jeweils eine deutliche Signifikanz hinsichtlich der
Wachstumsrate der Ziellasion vor Therapiebeginn, gemessen am Gesamtuber-
leben, gezeigt werden. Es wurde deutlich, dass bei einer Wachstumsrate von
mehr als 3,9 mm pro Monat, das Gesamtiberleben unter Immuncheckpoint-
Blockade signifikant herabgesetzt war (Nivolumab p=0.00037; Pembrolizumab
p=0.000011).

Des Weiteren ergab die Untersuchung der Nivolumab Kohorte eine signifikante
Reduktion des Gesamtuberlebens bei einer Gesamttumormasse, angegeben
als Gesamtdurchmesser nach RECIST, von mehr als 100,8 mm (p=0.0074). In
der Pembrolizumab Kohorte konnte diese Signifikanz in der multivariaten Cox

Regression nicht gezeigt werden.

Neben den metrischen Merkmalen Wachstumsrate und Tumorgesamtmasse
konnte fur das pratherapeutische Vorhandensein von Hirnmetastasen eine sig-
nifikante Abnahme des Gesamtiberlebens in der Pembrolizumab Kohorte ge-
zeigt werden (p=0.0021).

Die Merkmale, LDH, Durchmesser der Ziellasion und Lebermetastasen, wiesen
in keiner Kohorte einen signifikanten Einfluss auf das Gesamttberleben auf. Die

beschriebenen Zusammenhange sind in Tabelle 9 zusammengestellt.
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Tabelle 9: Multivariate Analyse: Einfluss klinischer Merkmale auf das Gesamt-

Uberleben in den Immuntherapie Kohorten

Nivolumab Pembrolizumab
Merkmal Auspragung (n =53) (n =126)
HR (95% CI) p HR (95% CI) p
Wachstums- | < 3.9 mm/Monat 1 1
rate > 3.9 mm/Monat | 6.2 (2.3-17.0) | .00037 | 3.4 (2.0-6.0) | .000011
Durchmesser £23.5mm 1 1
>23.5mm 0.8 (0.3-2.3) .64 1.0 (0.5-2.0) .92
Gesamt- <100.8 mm 1 1
tumormasse | >100.8 mm 3.8(1.4-10.2) | .0074 1.2 (0.6-2.3) .64
Leber- Nein 1 1
metastasen Ja 2.0 (0.8-5.5) .15 1.7 (1.0-3.0) .057
Hirnmetas- Nein 1 1
tasen Ja 1.9 (0.8-4.3) A2 2.3 (1.4-4.0) .0021
L DH < ULN 1 1
> ULN 1.6 (0.7-3.5) 22 1.4 (0.8-2.5) .26

Legende: CI- Konfidenzintervall; HR- Hazard Ratio; LDH- Laktatdehydrogenase; n-
Anzahl der Patienten; p- p-Wert; ULN- Upper Limit of Normal; RECIST- Response Eva-
luation Criteria in solid Tumors Version 1.1.

3.2.3 Analyse Bestes Objektives Ansprechen

Die Untersuchung des besten objektiven Ansprechens in Abhangigkeit von der
Wachstumsrate ergab, wie in Tabelle 10 gezeigt, sowohl fiir die Nivolumab als
auch fur die Pembrolizumab Kohorte ein signifikantes Ergebnis. Patienten, die
pratherapeutisch eine Wachstumsrate der Ziellasion von mehr als 3,9 mm pro
Monat aufweisen, erreichten keine Krankheitskontrolle (CR/PR/SD) im Ver-
gleich zu den Patienten, deren Ziellasionen pratherapeutisch eine Wachstums-
rate von 3,9 mm pro Monat oder weniger aufwiesen (Nivolumab p=
0.00000033; Pembrolizumab p=0.000035).
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Tabelle 10: Bestes Objektives Ansprechen in Abhangigkeit von der Wachstums-

rate
Nivolumab Gruppe Pembrolizumab Gruppe
Merkmal Anzahl (% Anzahl (%)
PD SD PR/CR PD SD PR/CR

Wachstumsrate < 3.9 4 (14) 9(32) | 15(54) | 23(31) | 13(17) | 39(52)
mm/Monat

Wachstumsrate > 3.9 21 (84) 1(4) 3(12) | 32(70) 3(7) 11 (24)
mm/Monat

OR 28.4 (5.9-187.5) OR 5.1 (2.2-12.5)
p =.00000033 p = .000035

Legende: OR- Odds Ratio; p- p-Wert; CR- Complete Response; PD- Progressive Dis-
ease; PR- Partial Response; SD- Stable Disease

3.3 Vergleich: Ergebnisse Zielgerichtete Therapie und Immuncheckpoint
Blockade

Die untersuchten Kohorten der unterschiedlichen Therapieregime (BRAFi Mo-
notherapie, BRAFi u. MEKi Kombinationstherapie, Immuncheckpoint-Inhibitor)
schlossen ahnlich viele Patienten ein. Es erhielten 193 Patienten BRAFi u. ME-
Ki und 179 Patienten eine Immuncheckpoint-Blockade mit Nivolumab oder
Pembrolizumab. Auch die Altersverteilung innerhalb der Kohorten war ahnlich
aufgebaut und daher vergleichbar. Das mediane Alter der Patienten in der
BRAFi und BRAFi u. MEKi Kohorte war bei Therapiebeginn 56 Jahre. Die mit
Nivolumab behandelten Patienten waren im Median 58 Jahre alt und die, die
mit Pembrolizumab behandelt wurden, 67 Jahre. In allen untersuchten Kohorten
gab es einen leichten Uberschuss der erkrankten Manner im Vergleich zu den
Frauen. Die Geschlechts- und Altersverhaltnisse der Kohorten zeigten sich

ausgeglichen.

Vergleichend wurde das Vorhandensein von Leber- oder Hirnmetastasen und
dessen Auswirkung auf den Therapieerfolg gemessen am Gesamtiberleben
untersucht. In der Nivolumab Kohorte konnte kein signifikanter Zusammenhang
ermittelt werden. Demgegeniber wurde in der Pembrolizumab Kohorte bei Vor-
liegen von Hirn- oder Lebermetastasen eine signifikante Verklirzung des Ge-
samtuberlebens festgestellt. In der BRAFi und BRAFi u. MEKi Kohorte war
diesbeziiglich keine Signifikanz nachweisbar.
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AuRerdem wurde der Einfluss der Metastasenkinetik auf das Uberleben in den
Kohorten untersucht. In der Niovolumab Kohorte zeigte die Gesamttumormasse
einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Bei Uberschreiten der
Tumormasse uber 100.8 mm, gemessen am Gesamtdurchmesser der funf
grofldten Metastasen, zeigte sich das OS signifikant vermindert. Diese Korrelati-
on konnte im Rahmen der multivariaten Analyse in keiner anderen Kohorte sig-

nifikant festgestellt werden.

In der BRAFi Kohorte konnte das pratherapeutische Merkmal Durchmesser der
grofldten Metastase (Ziellasion) ein signifikantes Ergebnis, bezogen auf das OS
festgestellt werden, nicht jedoch in den Immuncheckpoint Kohorten. War der
Durchmesser der groéf3ten Metastase grol3er als 26,4mm, zeigte sich die Ge-

samtuberlebenszeit signifikant verkdrzt.

In den Immunckeckpoint- Inhibitor Kohorten konnte ein Einfluss der Wachs-
tumsrate auf das Gesamtiiberleben und auf das beste objektive Ansprechen
nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei einem
Schwellenwert von 3,9 mm pro Monat. In den Kohorten der zielgerichteten The-
rapie war ein Grenzwert von 4,3 mm pro Monat bezogen auf das OS nur in der

univariaten Analyse, nicht jedoch in der multivariaten Analyse, signifikant.

Anhang der Daten lasst sich ableiten, dass eine pratherapeutische Wachstums-
rate von grof3er als 4.3 mm pro Monat eine signifikante Abnahme des Progres-
sionsfreien Uberlebens zur Folge hatte. Bezogen auf das beste objektive An-
sprechen nach RECIST konnte in der BRAFi und BRAFi u. MEKi Kohorte weder
in der univariaten noch in der multivariaten Analyse ein statistisch signifikanter

Unterschied hinsichtlich der Wachstumsrate ermittelt werden.

Laborparameter wie LDH zeigten weder in der Immuncheckpoint Blockade Ko-
horte noch in der Zielgerichteten Therapie Kohorte einen signifikanten Einfluss

auf das Gesamtuberleben und waren daher prognostisch weniger wertig.
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4 Diskussion

Die Prognose des metastasierten Melanoms war bis zur Entwicklung neuer
Therapieregime, mit einem Gesamtuberleben von etwa 8 bis 9 Monaten, deut-
lich eingeschrankt (Weide et al., 2012), (Weide et al., 2013). Unter dem Einsatz
der Zielgerichteten Therapie und der Immuncheckpoint Blockade konnten erst-
mals dramatische Fortschritte erzielt werden (Luke et al., 2017), (Schadendorf
et al., 2015), (Sloot et al., 2018). Deshalb ist es umso wichtiger, prognostisch
relevante und mdoglicherweise auch pradiktive Marker zu identifizieren. Hier-

durch kdnnte die wirksamste Therapie bestimmt werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, klinische Parameter herauszuarbeiten, die rasch
in den klinischen Alltag integriert werden kénnen und die bei unterschiedlichen
Therapieregimen prognostisch relevant sein kénnten. Bei der Suche nach ge-
eigneten Merkmalen wahlten wir einerseits, die in der Melanomdiagnostik etab-
lierten Serummarker LDH und S100B (Weide et al., 2012), (Balch et al., 2009),
(Tarhini et al.,, 2009) und andererseits untersuchten wir weniger etablierte

Merkmale, wie die Zellen des Differentialblutbildes.

In der Onkologie gibt es bewéhrte Laborparameter, die standardisiert bestimmt
werden um eine Aussage uber die Entwicklung der Tumormasse oder die Tu-
moraktivitat treffen zu kénnen (Weide et al., 2012). In der Dermatoonkologie,
beziehungsweise der Melanomtherapie sind dies vor allem LDH (Manola et al.,
2000), (Eton et al., 1998) und S100B (Henze et al., 1997). LDH ist ein ubiquitar
in jeder Zelle vorkommendes Enzym, das bei vermehrtem Zellumsatz unspezi-
fisch auch im Blut messbar ansteigt. Dieses ist bei grof3en Tumormassen sowie
insbesondere bei hepatischen Metastasen der Fall (Finck et al., 1983). Der Tu-
mormarker S100B ist ein kalziumbindendes Protein und wird vor allem von Me-
lanomzellen, aber auch von Zellen des zentralen Nervensystems exprimiert
(BONI et al., 1997). Daher eignet es sich als MaR fiir die Tumormasse und zur
Verlaufskontrolle unter Therapie (Egberts et al., 2012), (Hauschild et al., 1999).
In einer Arbeit von Weide und Kollegen wurde ein signifikanter Zusammenhang
zwischen S100B und LDH Erh6éhung bei Therapiestart und reduziertem OS
festgestellt (Weide et al., 2013).
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Um zu untersuchen ob Veranderungen der LDH- und S100B- Spiegel im peri-
pheren Blut, zusatzlich zu der allgemeinen Aussagekraft hinsichtlich des OS
auch eine prognostische Relevanz unter verschiedenen Therapieregimen ha-
ben, untersuchten wir die pratherapeutisch erfassten LDH- und S100B- Werte.
Wir konnten in einer friheren Arbeit zeigen, dass ein Anstieg des S100B um
mehr als 145% innerhalb der ersten Therapiewochen mit PD-1- oder PD-1- und
CTLA-4- Antikorpern, mit einer signifikanten Reduktion des 1-Jahres-Uberleben
assoziiert ist (Wagner et al., 2018). Unsere jetzige Arbeit konnte bei ausschliel3-
licher Betrachtung der Ausgangswerte vor Therapiebeginn keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen einer erhéhten LDH (>250 U/l) oder einem erhdhten
S100 (>0.1pg/l) und einer Verkirzung des OS, in der BRAFi- und MEKiI-
Kohorte, nachweisen. Genauso wenig konnte in der Immuncheckpoint-Inhibitor
Kohorte flr ein erhdhtes pratherapeutisches LDH eine Signifikanz nachgewie-
sen werden. Die Bestimmung von S100B und LDH ist demnach eher geeignet
fur Verlaufskontrollen nach Therapieeinleitung bei Melanomatienten, insbeson-
dere bei grol3en Tumormassen (Peric et al., 2011), (Hein et al., 2006), (Diem et

al., 2015) und nicht als pradiktiver Ausgangswert fur Therapieplanungen.

Die Zellen des Differentialblutbildes sind jederzeit und einfach bestimmbare Pa-
rameter und daher fiur die Beurteilung des Krankheitsverlaufs geeignet. Eine
Erh6éhung der NLR (engl. ,neutrophil-to-lymphocyte ratio®), die das prozentuale
Verhaltnis von neutrophilen Granulozyten zu Lymphozyten darstellt, hat bei-
spielsweise einen negativen Einfluss auf das OS und das PFS, wie Ding und
Kollegen 2018 in einer Metaanalyse, welche verschiedene Therapieformen ein-
bezog (Ipilimumab, BRAFi, etc.), gezeigt haben (Ding et al., 2018). Weiterhin
haben Gandini und Kollegen gezeigt, dass erhdhte Monozyten und ein erhdhtes
Verhéltnis von Lymphozyten zu Monozyten einen signifikant negativen Einfluss
auf die Prognose haben (Gandini et al., 2016). Auch in unserer Arbeit konnte
bei Patienten, die mittels zielgerichteter Therapie behandelt wurden, herausge-
arbeitet werden, dass die Anzahl der Monozyten vor Therapiebeginn ein prog-
nostisch relevanter Parameter ist, um das Therapieansprechen einzuschéatzen.
Wir haben in unserer Analyse einen signifikant negativen Einfluss auf das Ge-

samtuberleben bei Patienten der BRAFi- Kohorte feststellen kdnnen, die vor
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Therapiebeginn eine Monozytenzahl von mehr als 0.98/ml aufwiesen
(p=0.0080, HR 6.3, CI 1.6-24.3). Basophile Granulozyten, die eher mit Allergien
in Zusammenhang gebracht werden (Siracusa et al., 2013), aber auch schon in
Verbindung mit dem Ovarialkarzinom untersucht wurden (Williams et al., 2014),
zeigten in unserer Studie ebenfalls eine signifikant negative Auswirkung auf
das OS in der BRAFi- und MEKIi- Kohorte (p=0.0349, HR 4.4, Cl 1.1-17.5). Die-
se Daten stehen jedoch im Widerspruch zu einer Arbeit von Sektioglu und Kol-
legen, die kirzlich zeigen konnten, dass Basophile Granulozyten via CCL3- und
CCL4-Produktion die TumorabstofRung unterstiitzen (Sektioglu et al., 2017).
Das wirde bedeuten, dass die Erh6hung der basophilen Granulozyten im Blut
einen protektiven Charakter hatte. Diese zunéchst kontrar erscheinenden Er-
gebnisse mussen keinen Wiederspruch darstellen. Méglich ware es, dass eine
erhohte Anzahl der Basophilen Granulozyten zunéchst eine Art kdrpereigene
Abwehr gegen das Tumorwachstum darstellt. Stark erhéhte Basophilen-Spiegel
konnten ein indirekter Ausdruck einer grof3en Tumorlast sein, ohne jedoch ei-
nen ausreichenden Antitumor-Effekt auszutben und waren damit ein negativ
pradiktiver Parameter. Unsere Untersuchung des Differentialblutbildes gibt Hin-
weise, die pratherapeutisch genutzt werden kénnen, das Therapieansprechen
fur verschiedene Therapien einzuschatzen. Im Rahmen der Therapieentschei-
dung, kénnte es sinnvoll sein die Anzahl der basophilen Granulozyten zu be-
stimmen. Ob ein Grenzwert von 0.08/ml in der BRAFi- und MEKI- Kohorte all-
gemeine Gultigkeit besitzen kann muss mittels weiterer Untersuchungen ermit-
telt werden. AuRerdem ware es interessant den Verlauf der basophilen Gra-
nulozyten und der Monozyten unter dem Einfluss der zielgerichteten Therapie
hinsichtlich des Therapieverlaufs zu untersuchen

Neben den géngigen Laborparametern gibt es andere, neue Anséatze, um das
Therapieansprechen einzuschétzen, beziehungsweise den Therapieverlauf zu
beobachten. Es kann mit Hilfe von RNA basierter Polymerasekettenreaktion
(PCR) eine Quantifizierung von zirkulierenden Tumorzellen (CTC) vor und wah-
rend einer Immuntherapie bei Melanompatienten durchgefiihrt werden, um das
Ansprechen auf die Therapie vorauszusagen und den Therapieverlauf zu

monitorieren (Hong et al., 2018). Genauso wenig invasiv ist die Bestimmung
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von zellfreier zirkulierender DNA (cfDNA) als Mal3 fur die Tumorlast (Leonardi et
al., 2018). Hohe cfDNA- Spiegel korrelieren demnach im Rahmen der BRAFi
und MEKi Therapie mit einem verminderten Ansprechen (Gray et al., 2015),
(Girotti et al., 2016). Neben den erwahnten Formen der Liquid Biopsy, die sehr
teuer ist (Arneth, 2018), gibt es hinsichtlich des Ansprechens auf PD-1 Antikor-
per immunhistochemische Untersuchungen von Tumormaterial und Stroma, um
die PD-L1 Expression zu Uberprifen (Hong et al., 2018), (Wang et al., 2017),
(Leonardi et al., 2018). Die Ergebnisse hierzu sind widersprichlich (Robert et
al., 2015), (Morrison et al., 2018). AulRerdem ist das Verfahren durch die Pro-
bengewinnung deutlich invasiver und nur bei Vorhandensein einer operativ oder
bioptisch zugénglichen Metastase mdglich (Patel and Kurzrock, 2015). Im Ver-
gleich zu unserem Ansatz sind die genannten Verfahren daher nur einge-

schrankt in den Alltag translatierbar.

Neben den Parametern des Differentialblutbildes und den anderen zirkulieren-
den Biomarkern war ein wesentliches Ziel dieser Arbeit, den prognostischen
Einfluss der Tumorkinetik zu untersuchen. Auch wenn bereits in den 1970er bis
1990er Jahren der Tumorkinetik Aufmerksamkeit gewidmet wurde (Joseph et
al., 1971), (Ollila et al., 1998), handelt es sich bei der Erfassung der Metasta-
senkinetik um einen innovativen Ansatz. Die zuletzt von mehreren Arbeitsgrup-
pen angewandte Methodik, alle RECIST Targetlasionen oder sogar alle mess-
baren L&sionen mit einem Durchmesser von mindestens einem Zentimeter zu
bestimmen, um Tumorkinetik zu berechnen, steht im Gegensatz zu dem von
uns gewahlten neuen Ansatz (Hartung et al., 2017). Dieser erfasst die Kinetik
anhand der groRten Metastase, mittels Wachstumsrate, Tumor- Verdoppe-
lungszeit und Veranderung der Tumormasse unter Therapie nach den Respon-
se Evaluation Criteria In Solid Tumors 1.1 (RECIST) (Eisenhauer et al., 2009).

Aus Klinischer Erfahrung wissen wir, dass es besonders schnell und langsam
wachsende Metastasen gibt. Dieses unterschiedliche Wachstumsverhalten von
Metastasen kann auch bei Metastasen eines Patienten beobachtet werden, wie
dies auch in Arbeiten von Gaudy-Marqueste und Kollegen 2014 und Hartung
und Kollegen 2017 gezeigt wird (Gaudy-Marqueste et al., 2014), (Hartung et al.,
2017). Hartung und Kollegen postulierten 2017, dass Tumoragressivitat und
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Tumorkinetik miteinander korrelierten und daher die Erfassung der Kinetik
prognostisch relevant sei (Hartung et al., 2017). Pratherapeutisch schnell wach-
sende Metastasen und Heterogenitdt bzgl. Wachstumsgeschwindigkeit aller
Metastasen eines Patienten sprachen fir ein vermindertes Ansprechen auf
BRAF Inhibitoren initial und im Verlauf der Therapie fir vermehrte Resistenzbil-
dung (Hartung et al., 2017). Gaudy-Marqueste und Kollegen haben 2014 be-
reits zuvor den pradiktiven Mehrwert des Tumorvolumens (TMV) im Vergleich
zu AJCC Stadium und LDH in einer kleinen Kohorte mit 126 Patienten, die vor-
wiegend Monochemotherapie erhielten, erarbeitet (Gaudy-Marqueste et al.,
2014). Unsere Hypothese lautete, die Metastasenkinetik als prognostisch rele-
vanten Parameter einsetzen zu kdnnen. Um den pradiktiven Einfluss der Meta-
stasenkinetik auf die Therapieentscheidung weiter zu ergrinden, haben wir ver-
schiedene kinetische Indikatoren untersucht. Wir erfassten zunachst anhand
der funf groRten Durchmesser die pratherapeutische Tumormasse nach RE-
CIST, die allerdings kein direktes Mal3 fur die Tumorkinetik darstellt, sondern
als Momentaufnahme lediglich indirekte Hinweise liefert. Allerdings konnte in
der multivariaten Analyse weder in der BRAFi Monotherapie noch in der BRAFi
u. MEKi Kombinationstherapie-Kohorte eine signifikante Auswirkung auf das
Gesamtiiberleben oder das Progressionsfreie Uberleben gezeigt werden. Unter
Immuntherapie mit Nivolumab konnte jedoch eine signifikante Verminderung
des OS bei einer Tumormasse nach RECIST von > 100.8 mm ermittelt werden
(p=0.007, HR 3.8, CI=1.4-10.2). In einer 2017 erschienenen Arbeit von Nishino
und Kollegen konnte fur Pembrolizumab gezeigt werden, dass das OS von der
Entwicklung der Tumormasse nach Therapiestart abhangig sei (Nishino et al.,
2017). Eine Veranderung der Tumormasse um weniger als 20 % ginge laut der
Studie mit einem verlangertem OS einher (Nishino et al., 2017). Obwohl Nishino
et al. 2017 die Tumorlast unter der Therapie und nicht wie wir die Baseline Tu-
morlast als Einflussgréf3e untersucht haben, unterstiitzt dieses unsere Vermu-
tung des Einflusses der Tumormasse bei Immuntherapie auf das Therapiean-
sprechen. Auch eine Arbeit von Joseph und Kollegen aus dem Jahr 2018 zeig-
ten, dass eine grol3e Tumormasse (gemafld RECIST 1.1) bei Baseline mit gerin-

geren Chancen eines Therapieansprechens und reduziertem OS assoziiert wa-
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ren (Joseph et al., 2018). Da es hinsichtlich der Therapieplanung sinnvoller ist,
bestimmten wir die Tumorlast vor Therapiebeginn. Fir die zielgerichtete Thera-
pie mit BRAFi u. MEKi konnten wir jedoch mittels Bestimmung der Tumormasse
gegenuber den indirekten Parametern der Tumormasse, wie zum Beispiel LDH
keine Uberlegenheit zeigen. Anders bei in der Immuncheckpoint-Inhibitor Ko-
horte mit Nivolumab. Eine pratherapeutische Tumormasse, gemessen am
Durchmesser, von >100.8mm reduziert das Gesamtiberleben signifikant
(p=0.0074, HR 3.8, ClI 1.4-10.2). Auch die Bestimmung des Durchmessers der
groldten Metastase stellt einen aussagekraftigen Parameter dar. Ist die grof3te
Metastase grol3er als 26.4 mm im Durchmesser, kommt es zur signifikanten
Reduktion des Gesamtuberleben unter BRAFi Monotherapie (p=0.0135, HR
6.5, Cl 1.5-28.6). Die Idee der prognostischen Relevanz der pratherapeutischen

Tumorlast wird hierdurch unterstitzt.

Die Metastasenkinetik erfassten wir mit Hilfe der Tumor- Verdoppelungszeit und
der Wachstumsrate von pratherapeutisch gemessenen Ziellasionen. Bereits in
einer Studie von Tejera-Vaquerizo und Kollegen 2012, welche allerdings die
Wachstumsrate des Primartumors und nicht wie wir die Metastasenkinetik be-
stimmt haben, konnte die Bedeutung der Wachstumsrate des Primartumors in
Zusammenhang mit der Zeit bis zur Entstehung von Metastasen, hervorgeho-
ben werden (Tejera-Vaquerizo et al., 2012). Das unterstreicht, wie von uns
ebenfalls vermutet, die Bedeutung der Wachstumsrate als Mal3 fur die Aggres-
sivitat des Tumors, einerseits die Aggressivitat des Primartumors, die auch
durch die Mitoserate sowie den Proliferationsmarker Ki-67 charakterisiert wird
(Thompson et al., 2011), (Balch et al., 2009), (Henrique et al., 2000), anderer-
seits wie in unsere Studie untersucht, die Aggressivitat der Metastasen. Unter
der Pramisse, dass ein aggressives Wachstumsverhalten der Metastasen fir
das Therapieansprechen von Bedeutung ist haben wir die Tumor- Verdoppe-
lungszeit untersucht. Hier zeigen wir in unserer Arbeit einen signifikanten Zu-
sammenhang mit dem PFS bei BRAFi Therapie. Eine pratherapeutisch berech-
nete Verdoppelungszeit unter 217.99 Tagen fuhrte zur Verminderung des PFS
(p=0.03724, HR 0.4, CI 0.2-0.9). Anders als die Bestimmung der Mitoserate, die
fur die Klassifikation von Melanomen von Bedeutung ist, aber nicht gut reprodu-
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zierbar zu sein scheint (Garbe et al., 2016), ist die Bestimmung der Tumor-
Verdoppelungszeit anhand von vorhandener Bildgebung einfach und reprodu-

zierbar durchzufuihren.

In der BRAFi und MEKIi Kohorte sowie in der Immuncheckpoint- Inhibitor Kohor-
te ist die pratherapeutische Bestimmung der Metastasenwachstumsrate in un-
serer Arbeit von Bedeutung. Bei einer Wachstumsrate von > 4.3 mm/ Monat
haben wir unter BRAFi und MEKi Therapie eine signifikante Verminderung des
PFS festgestellt (p=0.0111, HR 3.3, CI 1.3-8.5). Besonders aussagekraftig war
die Auswirkung der pratherapeutischen Wachstumsrate auf das Gesamttberle-
ben bei Immuncheckpoint- Inhibitoren. Sowohl unter Pembrolizumab (p=
0.000011, HR 3.9, CI 2.0-6.0) als auch unter Nivolumab (p=0.00037, HR 6.2, ClI
2.3-17.0) konnten wir eine signifikante Einschréankung des OS bei einer Wachs-
tumsrate Uber 3.9 mm/ Monat feststellen. Bei den Grenzwerten handelte es sich
um experimentelle Marker, die noch nicht etabliert waren und statistisch be-
rechnet wurden. Daher ergaben sich in den Immuntherapie und BRAFi und
Meki Kohorten unterschiedliche Grenzwerte. Weiterhin korreliert die prathera-
peutische Wachstumsrate in der Kohorte der mit Anti PD-1 Antikérpern behan-
delten Patienten ebenfalls eindrticklich mit dem besten objektiven Ansprechen
nach RECIST. Ab einer Wachstumsrate > 3.9 mm/Monat kommt es signifikant
haufiger zu einem Tumorprogress nach RECIST (PD) (Pembrolizumab:
p=0.000035, OR 5.1, CI 2.2-12.5; Nivolumab: p=0,00000032, OR 28.4, CI 5.9-
187.5). Fur die mittels zielgerichteter Therapie behandelten Patienten konnte
bei der Analyse der Metastasenwachstumsrate kein signifikanter Unterschied
des besten objektiven Therapieansprechens nach RECIST festgestellt werden.
Dies kdnnte damit zu erklaren sein, dass die Wirksamkeit der kombinierten The-
rapie mit BRAFi- und MEKI- Inhibitoren initial relativ unabhéngig von der
Wachstumsrate sowie der Tumormasse, mit 68% Therapieansprechen, hoch ist
(Larkin et al., 2014). Auch die Vemurafenib Monotherapie zeigt initial ein Thera-
pieansprechen von 50-80% (Garbe and Eigentler, 2018). Dagegen wird, wie
unsere Studie zeigt, die Wirksamkeit der Immuncheckpoint- Inhibitoren stérker
von hohen Wachstumsraten beeinflusst. Das kdnnte bedeuten, dass es sinnvoll

ware bei schnell wachsenden Metastasen mit gro3er Tumormasse eine zielge-
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richtete Therapie einzuleiten, um in kurzer Zeit die Tumormasse zu reduzieren
und hierdurch eine Symptomkontrolle zu erzielen (Leonardi et al., 2018). Dieses
Vorgehen sehen wir durch unsere klinischen Erfahrungen bestatigt. Problema-
tisch ist allerdings die Resistenzentwicklung, die bei BRAF und MEK Inhibitoren
nach anfanglichem Ansprechen die Therapie limitiert und teilweise dazu fuhrt,
dass der Tumor im Anschluss rasch progredient wachst (Amaral et al., 2017),
(Tentori et al., 2013). Abh&ngig von der Wachstumsrate der Metastasen, sollte
daher in Erwagung gezogen werden, ob die alleinige Immuntherapie mit Anti
PD-1 ausreichend ist, oder ob andere Therapieregime, insbesondere die kom-
binierte Immuntherapie mit Ipilimumab und Nivolumab, beriicksichtigt werden

sollten.

Ein weiterer Fokus unserer Studie lag auf der Untersuchung des Einflusses der
pratherapeutischen Lokalisation sowie der préatherapeutischen Anzahl der Me-
tastasen auf das Therapieansprechen. In Arbeiten von Weide und Kollegen so-
wie Vosoughi Kollegen wird beispielsweise ein unabhangiger signifikant negati-
ver Einfluss von Hirnmetastasen auf das Gesamtiiberleben bei Melanompatien-
ten im Stadium IV beschrieben (Weide et al., 2013), (Vosoughi et al., 2018).
Diesen signifikanten Zusammenhang konnten wir in unserer Studie teilweise
bestétigen. Die Patienten, die mit Pembrolizumab behandelt wurden, zeigten
bei Vorhandensein von Hirnmetastasen ein signifikant reduziertes OS (p=
0.021, HR 2.3, CI 1.4-4.0). In der Kohorte, die mit Zielgerichteter Therapie be-
handelt wurde, zeigte sich kein signifikant unterschiedliches OS bei Patienten
mit im Vergleich zu Patienten ohne Hirnmetastasen. Aufgrund der neuen The-
rapien mit Immuncheckpoint Blockade oder zielgerichteter Therapie hat sich die
Prognose der Patienten mit Hirnmetastasen verbessert (Vosoughi et al., 2018).
Insgesamt ist das Vorhandensein von Hirnmetastasen als prognostisch relevan-
ter Parameter bei einzelnen Therapien weniger geeignet, da es ohnehin einer
multimodalen Therapie bedarf (Kuske et al., 2018). Unteranderem sollten Pati-
enten mit Hirnmetastasierung mittels einer kombinierten Immuntherapie, beste-
hend aus Ipilimumab und Nivolumab, therapiert werden (Tawbi et al., 2018,
Michielin et al., 2019). FUr das pratherapeutische Vorhandensein von Knochen-

und Lebermetastasen konnten wir in keiner der untersuchten Kohorten eine
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signifikante Einschrankung im Therapieansprechen feststellen. Zusammenfas-
send schlieBen wir daraus, dass die Metastasenlokalisation allein kein geeigne-

ter prognostischer Parameter ist.

Das Gesamtuberleben ist abhé&ngig vom AJCC-Stadium (Dickson and
Gershenwald, 2011), (Balch et al., 2009). Es ist bekannt, dass Patienten mit
Fernmetastasen eine schlechtere Prognose haben als Patienten ohne Fernme-
tastasen (Dickson and Gershenwald, 2011). Auch die Anzahl der Metastasen,
wie es in einer Studie von Eigentler und Kollegen 2011 anhand von zerebralen
Metastasen demonstriert wird, ist ein prognostischer Faktor fir das Langzeit-
Uberleben in Melanompatienten (Eigentler et al., 2011). Basierend auf dieser
Erkenntnis untersuchten wir, ob die Anzahl der pratherapeutisch metastasierten
Organsysteme Einfluss auf die Prognose in den unterschiedlichen Kohorten
hat. In der BRAFi und MEKi Kohorte konnte bei mehr als zwei betroffenen Or-
gansystemen eine signifikante Verminderung des OS beobachtet werden
(p=0.0018, HR 8.8, CI 2.2-34.6). Die Erfassung der Anzahl der betroffenen Or-
gansysteme scheint daher ein geeigneter Parameter zu sein, prognostische

Einschéatzungen bzgl. des Therapieansprechens vorzunehmen.

Zu den Limitationen dieser Arbeit zahlt das retrospektive Design. Bei der Aus-
wahl der Patienten haben wir strenge Einschlusskriterien angewandt, jedoch
kénnen in retrospektiven Analysen nicht alle Storfaktoren eliminiert werden.
Teilweise erhielten die Patienten vor der Einleitung der in dieser Studie unter-
suchten Therapien sehr unterschiedliche Vorbehandlungen, andere wurden
zwischenzeitlich operiert, sodass es zum Verlust der Ziellasion kam. In diesen
Fallen wurde fur die Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeit die zweitgrof3-
te Metastase verwendet. Ein Nachteil der Wachstumsgeschwindigkeit als prog-
nostisch relevanter Parameter, ist die Tatsache, dass zwei Bildgebungen an
zwei unterschiedlichen Zeitpunkten vor Therapieeinleitung durchgefuhrt werden
mussen. Dieses kann mit einer Zeitverzogerung des Therapiebeginns einher
gehen, was bei einer Erkrankung, die rasch fortschreitet und daher wenig Zeit
l&sst, ein Nachteil ist (Gaudy-Marqueste et al., 2014). Relativierend kann fest-
gehalten werden, dass der Grof3teil der Patienten im Stadium IV in unserer Stu-

die bereits mehrere Bildgebungen erhalten hatte, sodass eine Berechnung der
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Wachstumsgeschwindigkeit der Metastasen ohne Zeitverzégerung moglich ge-
wesen ware. Wenn keine zwei Bildgebungen vor Therapiebeginn vorhanden
sind, muss abgewogen werden, ob es sinnvoll ist, in einem sehr kurzen Zeitab-
stand vor Therapiebeginn eine zweite Bildgebung durchzufiihren, um die
Wachstumsgeschwindigkeit zu bestimmen. Auf der einen Seite steht der Infor-
mationsgewinn, welcher durch eine verhaltnismafig ginstige und praktikable
Methode erzielt werden kann, um eine prognostisch relevante Aussage bezug-
lich der Therapien zu treffen. Auf der anderen Seite steht die Therapieverzdge-
rung bei einer Erkrankung, die zwar eine zunehmend bessere, aber noch immer
eine deutlich reduzierte Lebenserwartung aufweist. So lag das 3 Jahres OS
2013/14 bei 37 % (Forschner et al., 2017) und das aktuelle 5 Jahres OS bei
>50% (Larkin et al., 2019). Dieses, sowie die psychische Belastung, die bei ei-
ner Therapieverzégerung entstinde, mussen ethisch kritisch hinterfragt werden.
Unsere Ergebnisse sprechen dafiir die Metastasenkinetik pratherapeutisch zu
bestimmen. Retrospektiv waren hierfur keine Zeitverzégerungen notwendig. Die
haufigsten Grunde fur das Vorhandensein zweier Bildgebungen waren voraus-
gegangene Vortherapien mit durchgefiihrten Staging-Untersuchungen oder zu-
satzliche Fragestellungen, beispielswiese bei inkompletten Bildgebungen oder

bei Verlaufskontrollen metastasensuspekter, aber nicht beweisender Befunde.

Die Alters- und Geschlechtsverteilung in unseren Studienkohorten entspricht
der Verteilung in der allgemeinen Population, sodass die Reprasentativitat ge-
geben ist (Robert et al., 2011), (Gaudy-Margueste et al., 2014). Hinsichtlich der
Vorhersagbarkeit des Therapieansprechens unter BRAFi und MEKi Therapie
zeigen unsere Daten weder fur das Geschlecht noch fur das Alter einen signifi-
kanten Zusammenhang, sodass das therapeutische Vorgehen davon unbeein-

flusst sein sollte.

Die GroRRe unserer Kohorten ist mit 193 Patienten, die mit zielgerichteter Thera-
pie, und 179 Patienten, die mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelt wurden
reprasentativer als die Arbeit von Hartung und Kollegen, die 37 Patienten um-
fasst (Hartung et al., 2017). In der franz6sischen Studie von Gaudy-Marqueste
und Kollegen 2014 wurden 127 Patienten analysiert, allerdings nur hinsichtlich

der Metastasenkinetik, aulRerdem erhielt die Mehrzahl der Patienten in dieser
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Zeit Chemotherapie und keine der neueren Behandlungsmethoden (Gaudy-
Marqueste et al., 2014). Im Gegensatz zu unserer Arbeit haben Hartung und
Kollegen 2017 jede einzelne Metastase eines Patienten vermessen. Dieses
Vorgehen ermdglicht nicht nur eine Aussage uber die Kinetik einer Ziellasion,
sondern auch Uber die Heterogenitat der Wachstumskinetik aller Metastasen
eines Patienten (Hartung et al., 2017). Patienten mit grol3er Heterogenitat zeig-
ten eine verminderte Uberlebensrate, was mit beschleunigter Resistenzentwick-
lung zu erklaren sei (Hartung et al., 2017). Die beschriebene Methodik ist je-
doch sehr zeitaufwendig und daher im klinischen Alltag ohne eine automatisier-
te Bilderkennungssoftware kaum umsetzbar. Die Methode unserer Arbeit, die
grofdte Metastase zur Berechnung der Wachstumsrate heranzuziehen und die
funf gro3ten Metastasen als Malistab fur die Tumorlast zu verwenden, erzielt
vergleichbar signifikante Ergebnisse und ist im klinischen Alltag praktikabel um-
setzbar. Arbeiten aus dem Jahr 1971 von Joseph WL und Kollegen und aus
dem Jahr 1956 von Collins VP und Kollegen zeigen anhand von radiologisch
nachgewiesenen Lungenmetastasen, dass eine geringe Heterogenitat der Me-
tastasenkinetik zwischen den einzelnen Lasionen bestinde (Collins et al.,
1956), (Joseph et al., 1971). Die Ergebnisse dieser Arbeiten unterstiitzen daher
unsere Methode die grof3te Metastase reprasentativ als Ziellasion zu vermes-
sen, ohne dabei einen Informationsverlust hinnehmen zu missen. Ein weiterer
Unterschied zwischen unserer Arbeit und den Arbeiten von Hartung und Gaudy-
Marqueste und Kollegen ist die Durchfiihrung der Ausmessung der Metastasen.
Um die Kinetik der Metastasen zu ermitteln, haben wir die Messung des grofi3-
ten Durchmessers in einer Ebene durchgefiihrt. Die Dreidimensionalitat der Me-
tastase wird hierbei nicht bertcksichtigt, aber die Aussagekraft durch Verwen-
dung des grol3ten Durchmessers dabei nicht vermindert. Dieses Vorgehen dient

der weiteren Vereinfachung des Verfahrens.

Unsere Arbeit ist die erste Arbeit, die bei Therapie mit Immuncheckpoint Inhibi-
toren einen negativen prognostischen Einfluss einer grof3en pratherapeutischen
Tumorkoinetik nachweisen konnte. Aul3erdem ist sie eine der ersten Arbeiten,
die den prognostischen Einfluss der Tumorkinetik bei unterschiedlichen Thera-

pie-Regimen vergleichend analysiert, um Therapieentscheidungen zu beein-
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flussen. Unser Ansatz, anhand einer singuldren Metastase die Kinetik zu erfas-
sen, ist innovativ und rasch in die klinische Routine translatierbar. Um das Ver-
fahren des Ausmessens der Metastasen und damit die Bestimmung der Kinetik
noch weiter zu vereinfachen ist im Gegensatz zu dem Ansatz, bei dem alle Me-
tastasen ausgemessen werden, keine Entwicklung einer aufwendigen Software
notwendig. Sinnvoll ist es, weiterfihrende prospektive Studien mit gro3eren
Kohorten durchzufuhren, um allgemein gultige Grenzwerte, z.B. fur die Meta-
stasenwachstumsrate, zu erarbeiten, die einen Leitfaden fur die einzelnen The-
rapien darstellen kénnen. AuRerdem sollte die Metastasenkinetik auch fur die
heute beim metastasierten Melanom durchgefiihrte Kombinationstherapie mit
Anti-CTLA-4 und Anti-PD-1 Antikorpern vergleichend getestet werden (Wolchok
et al., 2017).
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5 Zusammenfassung

In unserer retrospektiven Studie mit 193 Patienten, die mit zielgerichteter The-
rapie, sowie 179 Patienten, die mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behandelt
wurden, sind pratherapeutische klinische Parameter erfasst worden. Zu den
untersuchten Parametern gehorten etablierte Laborparameter wie LDH, S100B
sowie Zellen des Differentialblutbildes. Zuséatzlich zu diesen bekannten Biomar-
kern wurden Parameter der Metastasenkinetik, wie z.B. die Wachstumsrate und
die Tumor-Verdoppelungszeit betrachtet. Die Parameter wurden bei den unter-
schiedlichen Therapieregimen darauf untersucht, ob sie in unterschiedlichem
Ausmal} prognostisch relevant sein kénnen. Das Ziel war es, einfach zu erfas-
sende und im klinischen Alltag schnell und praktikabel einzusetzende Merkmale
zu finden. Aus ethischer Sicht war es von grol3er Bedeutung, dass die Erfas-
sung der Merkmale nicht zu einer klinisch relevanten, das Gesamtiuberleben

beeintrachtigenden Therapieverzdgerung fuhrte.

Zusammenfassend stellten sich in unserer Arbeit dabei folgende Parameter als

prognostisch relevant heraus.

Waren pratherapeutisch mehr als zwei Regionen im Kdrper von Metastasen
betroffen, war das Gesamtuberleben bei Patienten mit BRAFi und MEKi Thera-
pie signifikant vermindert. Bei Patienten, die mit Pembrolizumab behandelt wur-
den, war dagegen die préatherapeutische Bildgebung zum Ausschluss von ze-
rebralen Metastasen besonders wichtig, denn hier kam es in unserer Arbeit zu
einer signifikanten Reduktion des Gesamtiiberleben bei vorhandenen Hirnme-
tastasen. Weitere Parameter fur ein vermindertes Ansprechen, einhergehend
mit vermindertem Gesamtiberleben, waren in unserer Studie die Monozyten
und die basophilen Granulozyten. Bei einem pratherapeutisch erhdohten Mo-
nozyten Wert (20.98 Monozyten/ml) konnte ein signifikant vermindertes An-
sprechen der Monotherapie mit BRAF Inhibitoren nachgewiesen werden. Hin-
gegen war eine erhdhte Anzahl der basophilen Granulozyten (=0.08/ml) mit ei-
nem signifikant reduzierten Ansprechen der Kombinationstherapie mit BRAFi

und MEKi assoziiert.
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Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung der Metastasenkinetik
bei Systemtherapie des metastasierten Melanoms mit einerseits BRAF- und
MEK-Inhibitoren und andererseits PD-1 Antikorpern. Als prognostisch relevante
Parameter, identifizierten wir eine Metastasenwachstumsrate >3,9/ 4,3mm/ Mo-
nat sowie die Tumor-Verdoppelungszeit als Vertreter der dynamischen Parame-
ter und den Durchmesser der grof3ten Metastase (Ziellasion) und die Tumor-
gesamtmasse nach RECIST. In der BRAFi Therapie Kohorte konnte der abso-
lute Durchmesser der grof3ten Ziellasion als prognostisch besonders relevanter
Faktor herausgearbeitet werden. Hatte die Ziellasion einen Durchmesser von
226.4 mm, war dies mit einem signifikant verringertem Gesamtiberleben asso-
ziiert. Eine Tumor-Verdoppelungszeit von weniger als 218 Tagen ging in der
BRAFi Kohorte mit einem signifikant reduzierten progressionsfreien Uberleben
einher. In der Immuncheckpoint-Inhibitor Kohorte (Nivolumab) konnte bei Pati-
enten mit einer Tumorlast, gemessen an der Summe der Targetlasionen nach
RECIST, von >100.8mm, eine signifikant negative Assoziation mit dem Ge-
samtuberleben gezeigt werden. Der aussagekraftigste Parameter der Metasta-
senkinetik in unserer Arbeit war die Wachstumsrate. Sie korrelierte deutlich sig-
nifikant mit dem Gesamtiberleben und dem besten objektiven Ansprechen
nach RECIST in der Immuncheckpoint-Inhibitor Kohorte und dem progressions-
freien Uberleben in der BRAFi- und MEKi- Kohorte.

Abschlieend kann festgehalten werden, dass neben einzelnen laborchemi-
schen Markern, die Metastasenkinetik, hier besonders die Wachstumsrate, ein
aussagekraftiger Parameter hinsichtlich des Therapieansprechens war, der le-
diglich an das Vorhandensein zweier CT-Untersuchungen vor Therapiestart
geknupft ist. Dennoch sollten diesbezuglich prospektive Studien mit grol3en
Fallzahlen unter Beachtung der ethischen Normen im klinischen Alltag durchge-
fuhrt werden, um die prognostische Wertigkeit der Parameter weiter zu untersu-

chen.
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Anhang 1: Geschlechterverteilung: Kohorte mit zielgerichteter Therapie

Geschlechterverteilung (m-méannlich; w-weiblich) - gesamte Stichprobe der ziel-

gerichteten Therapie

BRAF-Inhibitor BRAF- und MEK-Inhibitor

Geschlechterverteilung (m-méannlich; w-weiblich) — aufgeteilt in BRAFi und
BRAFi und MEKi Kohorte
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Anhang 2: Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uberleben der BRAFi Ko-

horte in Abhangigkeit klinischer Merkmale
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Anhang 3: Gesamtiiberleben und Progressionsfreies Uberleben der BRAFi und

MEKIi Kohorte in Abhangigkeit klinischer Merkmale
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Fortsetzung Anhang 3
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Fortsetzung Anhang 3
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Anhang 4: Analyse Best Objective Response in Abhangigkeit klinischer Merk-
male augfgeteilt in BRAFi und BRAFi und MEKi Kohorte

BRAF-Inhibitor

BRAF- und MEK-Inhibitor

Merkmale No. (%) No. (%)
PD SD PR/CR PD SD PR/CR
Weiblich 7(16) | 10(23) | 27(61) | 3(9 5(14) | 27 (77)
Méannlich 6(13) | 8(17) | 32(70) | 4(9 6(14) | 34 (77)
ORT 0.80 (0.23-2.67) OR 1.05 (0.21-6.08)
p=0.770 p =1.000
Keine Lebermetastasen 8 (14) 9(15) |143(72) | 4(8) 7(14) | 38 (78)
Lebermetastasen 5(17) 9(30) 116(53) | 3(10) | 4(13) | 23 (77N
ORT 1.31 (0.35-4.43) OR 1.3 (0.22-6.47)
p=0.750 p = 1.000
Keine Knochenmetasta- 10(15) | 11 (17) | 44 (68) | 4 (7) 9 (16) | 42 (76)
sen
Knochenmetastasen 3(12) 7(28) | 15(60) | 3 (13) 2 (8) 19 (79)
ORT 0.78 (0.16-2.88) OR 1.83 (0.3-9.5)
p = 1.000 p =0.429
Keine Gehirnmetastasen 10(18) | 509 [41(@73) | 4 9 (15) | 47 (78)
Gehirnmetastasen 3(9) 13(38) | 18 (53) | 3(16) 2(11) | 14 (74)
ORT 0.46 (0.09-1.69) OR 2.61 (0.4-13.8)
p =0.361 p = 0.350
Alter < 46.52 Jahre 3(18) | 2(12) | 12(71) | 2(11)) | 2(11) | 14(78)
Alter > 46.52 Jahre 10(14) | 16 (22) | 47 (64) | 5(8) 9(15) |47 (77
ORT0.72 (0.19-3.74) OR 0.69 (0.1-5.8)
p =0.706 p = 0.655
Sites involved < 2 6 (17) 2(6) |28(78) | 2(6) 6 (19) | 24 (75
Sites involved > 2 7(13) [16(30) [ 30(57) | 5(11) | 5(11) | 37 (79
ORT 0.76 (0.23-2.64) OR 1.70 (0.33-14.0)
p=0.762 p = 0.695
LDH < 250 U/I 8(19) | 6(14) | 28(67) | 4(24) | 4(24) | 9(53)
LDH > 250 U/l 5(12) | 12(29) | 24(59) | 3(6) 4(8) | 41 (85)
ORT 0.60 (0.16-2.02) OR 2.23 (0.42-18.36)
p =0.548 p =0.438
$100 < 0.1 ug/l 5(19) | 4(15 |18(67) | 4(3) | 417 | 9(52
S100 > 0.1 ug/l 8 (16) | 10(20) | 33(65) | 3(70) 4(7) | 41 (24)
ORT 0.81 (0.24-3.06) OR 0.23 (0.04-1.21)
p =0.758 p =0.070
Wachstumsrate < 3.4 4(11) | 4(Q1) | 27(77) | 2(5) 7(18) | 29 (76)
mm/Monat
Wachstumsrate > 3.4 4(12) | 6(18) | 23(70) | 4(14) | 3(11) | 21 (75)

mm/Monat

OR'1.07 (0.22-5.14)

OR 2.86 (0.49-24.56)

p =1.000 p =0.389
Verdopp-Zeit < 271.99 8 (11) 8(14) | 41(72) | 5(11) 7(15) | 34 (74)
Monate
Verdopp-Zeit > 271.99 0 (0) 2 (20) 8 (80) 1(5) 3 (15) | 16 (80)
Monate
ORT - OR 0.48 (0.02-3.43)

p = 0.460

p = 0.659




Anhang

61

Fortsetzung Anhang 4

BRAF-Inhibitor

BRAF- und MEK-Inhibitor

Merkmale No. (%) No. (%)

PD SD PR/CR PD SD PR/CR
Tumorgesamtmasse < 6 (13) 7(15) | 35(73) | 3(7) 7(16) | 33 (77)
68.7 mm
Tumorgesamtmasse > 7(18) | 11(28) | 22(55) | 4(11) | 4(11) | 28 (78)

68.7 mm

OR'1.47 (0.44-5.11)

OR 1.64 (0.32-9.45)

p = 0.558 p = 0.696
Durchmesser £26.40 mm | 4 (11) 7(18) | 27 (71) 13 6 (18) | 26 (79)
Durchmesser >26.40mm | 9(18) | 11(22) | 30(60) | 6(13) | 5(11) | 34(76)
ORT 1.82 (0.53-7.47) OR 4.37 (0.67-117.30)
p =0.379 p =0.228

Legende: OR- Odds Ratio; p- p-Wert; CR- Complete Response; PD- Progressive Dis-
ease; PR- Partial Response; SD- Stable Disease
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