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1.Einleitung

1.1 Hintergrund und Zielsetzung

Die Einfuhrung von Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICls) hat die Therapie des
metastasierten Melanoms grundlegend verandert und das Langzeituberleben vieler
Patienten erheblich verbessert. Einen entscheidenden Meilenstein markierte die
Zulassung von Ipilimumab, einem monoklonalen Antikbper gegen CTLA-4, im Jahr
2011. Die darauffolgenden Entwicklungen von PD-1-Inhibitoren wie Nivolumab und
Pembrolizumab sowie deren Kombination mit CTLA-4-Blockern hat das
therapeutische Spektrum erweitert und insbesondere bei Hochrisikopatienten neue
Perspektiven eroffnet (Robert et al. 2015; Larkin et al. 2019). James P. Allison und
Tasuku Honjo wurden fur ihre grundlegenden Beitrage zur Entdeckung dieser
immunologischen Kontrollpunkte mit dem Nobelpreis fur Physiologie und Medizin 2018
ausgezeichnet. Trotz der klinischen Wirksamkeit sind ICIs mit einer Vielzahl
immunvermittelter Nebenwirkungen (immun-related adverse events, irAE) assoziiert,
die nahezu jedes Organsystem betreffen kdbnnen. Hepatische irAE treten seltener auf
als kutane, gastrointestinale oder endokrinen Nebenwirkungen, konnen jedoch
schwere Verlaufe annehmen und die Leberfunktion langfristig beeintrachtigen
(Hussani et al. 2021). Bei Patienten mit kombinierter Immuntherapie (CTLA-4 + PD-1)
liegt die Rate schwerer irAE (Grad=3) bei Uber 50%, unter einer Monotherapie mit PD-
1-Inhibitoren bei etwa 10-16% (Weber et al. 2017). Neuere Daten zeigen, dass das
Auftreten von irAE, insbesondere bestimmter Organmanifestationen, mit einem
verbesserten onkologischen Outcome assoziiert sein kann, auch dann, wenn eine
Therapieunterbrechung oder Immunsuppression erforderlich wird (Das und Johnson
2019). Ein bislang unzureichend erforschter Aspekt betrifft immunvermittelte
Veranderungen der Leber, insbesondere cholestatische Muster, die sich klinisch durch
selektive Erh6hungen von Leberenzymen wie Gamm-Glutamyltransferase (GGT) oder
alkalischer Phosphatase (ALP) aufern. Diese Veranderungen verlaufen haufig
subklinisch, bleiben in grof3en Studien unterreprasentiert und kénnten Ausdruck einer
spezifischen ICl-induzierten Cholangitis oder Cholangiohepatitis sein(Ghisoni et al.
2021; Wolffer et al. 2022). Gleichzeitig ist bekannt, dass erhohte GGT-Werte auch
unabhangig von einer Therapie immunologischer Natur auftreten und in
verschiedenen Malignomen, etwa Kolorektal-,Urothel- oder Nierenzellkarzinom mit
einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und schlechterem Uberleben assoziiert
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sind (Zhang et al. 2019). Im Kontext des metastasierten Melanoms ist die Rolle der
GGT bislang kaum untersucht. Lebermetastasen gelten bei dieser Entitat als
prognostisch ungunstige, unter anderem aufgrund verminderter CD8-T-Zell-Infiltration
in der Tumorumgebung. Diese Arbeit widmet sich der Frage, ob GGT-Werte vor und
wahrend einer Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren prognostisch relevant sind.
Im Fokus steht dabei die Abgrenzung immunvermittelter GGT-Erhdhung von
tumorassoziierten oder metabolischen Ursachen sowie die Analyse maoglicher
Zusammenhange mit dem klinischen Outcome. Darlber hinaus sollen frihe
Veranderungen der GGT im Therapieverlauf als potenzielle, pradikative Marker fur ein
Therapieansprechen und Uberleben bei Patienten mit metastasiertem Melanom unter

ICI- Therapie evaluiert werden(Larkin et al. 2015).

1.2 Das maligne Melanom

Die Bezeichnung malignes Melanom, stammt aus dem altgriechischen
MéANag ,schwarz®. Hierbei handelt es sich um einen bdsartigen Tumor, welcher seinen
Ursprung in den Melanozyten, den Pigmentzellen der Haut hat. Das maligne Melanom
gilt als eines der gefahrlichsten und haufigsten Hautkrebsart, da das Risiko diese
Erkrankung zu erleiden gegenwartig bei ca. 2% liegt. (Krebsgesellschaft - Hautkrebs:
Definition und Haufigkeit, 2025)

Mit dem 2008 eingeflihrten Hautscreening, kam es zu einem sprunghaften Anstieg der
Inzidenzsrate, wobei die Inzidenz eben trotz des geregelten Screenings und der
Aufklarung stetig zunimmt. Im Jahr 2022 erkrankten in Deutschland rund 25.450
Menschen am malignen Haut Melanom. Hierbei bilden sich keine
geschlechterspezifische, signifikante Datenlagen ab. Das Erkrankungsalter zeigt einen
Altersdurchschnitt von 63 Jahren bei Frauen und 69 Jahren bei Mannern. (Friedrich
und Kraywinkel 2018). Die relative 5-Jahres- Uberlebensrate liegt bei Frauen bei 93%
und fur Manner bei 91% (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2019)

Die Atiologie des malignen Melanoms wird durch ein komplexes Zusammenspiel
genetischer Pradispositionen, individueller phanotypischer Merkmale und exogener
Umweltfaktoren beeinflusst. Eine entscheidende Rolle spielt dabei die UV-Strahlung,

insbesondere in Abhangigkeit vom Hauttyp. Personen mit einem hellen Hauttyp
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(Fitzpatrick-Typ | und Il) haben ein signifikant hoheres Risiko, ein Melanom zu
entwickeln, verglichen mit Menschen dunklerer Hauttypen (Typ IlI-VI). Dies ist darauf
zuruckzufihren, dass helle Hautzellen weniger Melanin enthalten, welches eine
schitzende Funktion gegen UV- induzierte DNA-Schaden besitzt (Whiteman et al.
2006). Neben der individuellen Hautpigmentierung beeinflussen auch geographische
Faktoren die Melanom-Inzidenz. Es besteht eine klare Abhangigkeit vom Breitengrad,
wobei Menschen, die ndher am Aquator leben, einer hdheren UV Belastung
ausgesetzt sind und somit ein gesteigertes Melanom Risiko aufweisen (Raimondi et
al. 2020)

Besonders relevant ist dabei die intermittierende UV-Exposition, die mit intensiven,
aber unregelmalligen Sonnenbranden, insbesondere in der Kindheit assoziiert ist.
Epidemiologische Studien zeigen, dass schwere Sonnenbrande im Kindesalter das
Risiko fur ein malignes Melanom im spateren Leben erheblich erhéhen (Armstrong und
Kricker 2001). Zudem unterscheiden sich verschiedene Korperareale hinsichtlich ihrer
UV-Exposition und dem damit verbundenen Melanom Risiko. Kumulative UV-
Belastung in dauerhaft sonnenexponierten Bereichen wie Gesicht und Nacken spiegelt
eine langfristig hohe Strahlendosis wider, wohingegen intermittierende, dafur aber
intensive UV-Exposition vor allem mit der Entstehung von Melanomen an Rumpf und
Extremitaten in Verbindung gebracht wird (Elwood und Jopson 1997). Etwa 10 % der
Melanome treten bei Personen mit einer familiaren Belastung auf, somit spielt die
genetische Disposition eine nicht unbeachtliche Rolle (Goldstein et al. 2006) Die
Mutationen in den Genen CDKN2A (p16) und BRAF sind mit einer erhohten
Anfalligkeit fur die Erkrankung verbunden (Hussussian et al. 1994). Daruber hinaus
existieren seltene genetische Syndrome wie Xeroderma pigmentosum, bei denen die
Fahigkeit zur Reparatur von UV-induzierten DNA-Schaden stark beeintrachtigt ist
(Kraemer et al. 1994). Die Anzahl und die Beschaffenheit der Navi stellt einen weiteren
Risikofaktor dar. Etwa 20-30% aller kutanen Melanome entwickeln sich aus einem
praexistenten Navus, wahrend 70-80% de novo auftreten (Pampena et al. 2017). Eine
aktuelle multizentrische Kohortenstudie bestatigt diesen Bereich (=30%) und berichtet
darUber hinaus, dass Navuis-assoziierte Melanome mit einem gunstigeren
rezidivfreien Uberleben und einer niedrigeren SLN-Positivrate verbunden sind (Riaz et
al. 2025). Personen mit Immunsuppression (Organtransplantation, HIV-Infektion,
chronisch lymphatischer Leukamie), weisen ein signifikant erhohtes Risiko zur

Entwicklung eines Melanoms auf. Das kutane Melanom wird klinisch-histologisch in
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vier Hauptsubtypen unterteilt: das superfiziell spreitende Melanom (SSM), das
nodulare Melanom (NM), das Lentigomaligne Melanom (LMM) und das
akrolentigindse Melanom (ALM). Mit einem Anteil von ca. 57,4% ist das SSM die am
haufigsten diagnostizierte Form(Claus Garbe und Andreas Blum 2001). Neben den
kutanen Melanomen treten Melanome auch in anderen Organsystemen auf. Hierzu
zahlen insbesondere Aderhautmelanome, Schleimhautmelanome (z.B. Nasen-
Rachen-Raum, im Genital- der Gastrointestinaltrakt), meningeale Melanome sowie
sogenannte okkulte Melanome, deren Primarherd nicht identifizierbar ist (LeBoit
2006). Das maligne Melanom wird durch eine standardisierte Stadieneinteilung
klassifiziert. Dies erfolgt mittels der TNM-Klassifikation der AJCC und der UICC.
Mittlerweile gibt es eine neue AJCC-Klassifikation (Gershenwald et al. 2017), die seit
dem 01.01.2018 von der aktuellen S3-Leitlinie zur Einteilung des malignen Melanoms
empfohlen wird. Die Datenerhebung dieser Dissertation fand 2018 statt, die dazu
verwendeten Patientenkohorten sind somit alter als 2018 und wurden noch nach der
7. Version von 2007 beurteilt (Balch et al. 2009).

Tabelle 1: T-Klassifikation des Primartumors (AJCC 2009) (Onkologie)

T-Klassifikation Tumordicke Weitere prognostische Parameter

Tis Melanoma In-situ, keine Tumorinvasion
Tx Keine Angabe Stadium nicht bestimmbar*

T1 < 1,0 mm a: ohne Ulzeration, Mitosen < 1/mm?

b: mit Ulzeration oder Mitoserate/mm?® 2

T2 1,01-2,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration

T3 2,01-4,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration

T4 > 4,0 mm a: ohne Ulzeration

b: mit Ulzeration

* Fehlen einer Bestimmung der Tumordicke und/oder Ulzeration oder unbekannter Primartumor; # Die Bestimmung der Mitoserate
erfolgt am HE-Schnitt.



Tabelle 2: N-Klassifikation der regiondaren Lymphknoten beim malignen Melanom (AJCC
2009) (Onkologie-S-3-Leitlinie)

N Klassifikation  Zahl metastatisch befallener AusmaR der Lymphknotenmetastasie-
Lymphknoten (LK) rung
N1 1LK a: nur mikroskopische Metastase(n) (kli-

nisch okkult)*
b: nur makroskopische Metastase(n) (kli-
nisch nachweisbar)

N2 2-3 LK a: nur mikroskopisch nodale Metastase(n)*
b: nur makroskopische nodale Meta-
stase(n)

c: Satellit(en) oder In-transit-Metastase(n)
ohne regiondre Lymphknotenmetastasen

N3 > 4 LK, oder verbackene Lymph-
knoten oder Satelliten oder In-
transit-Metastasen mit regiondrer
Lymphknotenbeteiligung

+ Der Nachweis einer Mikrometastasierung ist in der neuen AJCC-Klassifikation jetzt auch das Auffinden einer einzelnen Zelle, die
immunhistochemisch positiv reagiert. Diese Félle sollten extra gekennzeichnet werden.

Tabelle 3: M-Klassifikation der Fernmetastasen beim malignen Melanom (AJCC 2009)
(Onkologie -S3-Leitlinie)
M Klassifikation Art der Fernmetastasierung LDH

Mla Metastasen in Haut, Subkutis oder Lymphknoten jenseits der Normal
regiondren Lymphknoten

M1b Lungenmetastase(n) Normal
Mlc Fernmetastase(n) anderer Lokalisation Normal
oder

Fernmetastase(n) jeder Lokalisation mit erhohten Serumwerten
der Laktatdehydrogenase (LDH) Erhéht



Tabelle 4: AJCC Stadieneinteilung des malignen Melanoms (AJCC 2009) (Onkologie-S3-
Leitlinie)

Regionare LK-Metasta-

Stadien Primartumor (pT) Fernmetastasen (M)

sen (N)
0 in-situ-Tumore keine keine
1A T1a keine Keine
B T1b keine keine
T2a keine keine
IIA T2b keine keine
T3a keine keine
B T3b keine keine
T4a keine keine
liIC T4b keine keine
A T1-4a N1a, N2a keine
T1-4a N1b, N2b, N2c :
= T1-4b N1a ,N2a salne
T1-4b N1b, N2b, N2c :
nc jodes T N3 keine
v jedes T jedes N M1

LK: Lymphknoten
vgl. Balch et al. 2009

1.3 Immuncheckpoint Inhibitoren

Bereits in den 1970er Jahren begann die Forschung zur Immunologischen Regulation
von T-Zellen. Unter James P. Allison erfolgte 1996 die Translation in die
Krebstherapie, dabei zeigte er, dass eine Blockade von CTLA-4 das Immunsystem
aktiviert und Tumore in Tiermodellen schrumpfen lassen kann. In den 2000er- Jahren
erforschte dann Tasuku Honjo die Rolle von PD-1 als weiteren Hemmstoff der T-Zell-
Funktion. 2011 erteilte die FDA die erste Zulassung fur den Immun-Checkpoint-
Inhibitor Ipilimumab, zur Behandlung des metastasierten Melanoms(James P. Allison
and Tasuku Honjo 01.10.2018). 2014 folgte die Genehmigung von Pembrolizumab
und Nivolumab durch die FDA.

Die Liste der aktuell zugelassenen Immuncheckpoint Inhibitoren umfasst die PD-1-
Inhibitoren, die PD-L1-Inhibitoren und die CTLA-4- Inhibitoren sowie die LAG-3 AK.



Checkpoint-Inhibitoren entfalten ihre immunmodulatorische Wirkung durch die
Unterbrechung hemmender Signale, die normalerweise uber Rezeptoren auf die T-
Zellen vermittelt werden. Diese monoklonalen Antikorper verhindern die Interaktion der
Checkpoint-Molekule mit ihren entsprechenden Liganden, die sich auf die Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) oder andere Zelltypen befinden. Dadurch wird das
inhibitorische Signal unterbunden, wodurch die betroffenen T-Zellen erneut aktiviert
werden und ihre Effektorfunktion zurlckerlangen. Zusatzlich zur direkten
Reaktivierung von T-Zellen, kdnnen Checkpoint-Inhibitoren auch zu einer gezielten
Elimination von Zellen fihren, die durch Antikérperbindungen markiert werden. Dies
geschieht Uber zwei Hauptmechanismen: die Komplement-vermittelte Zytolyse und die
antikérperabhangige zellulare Zytotoxizitat durch Effektorzellen des Immunsystems.
Da ruhende T-Zellen oft nicht einfach inaktiv sind, sondern aktiv zur
Immunsuppression beitragen, kann ihre Depletion die Expansion tumorspezifischer T-
Zellen begunstigen.

Der Immuncheckpoint Inhibitor Ipilimumab ist ein monoklonaler Antikorper, er besitzt
die Fahigkeit das Oberflachenprotein CTLA-4 auf T-Helferzellen zu blockieren. Er wirkt
primar wahrend der Antigen-Prasentation zwischen Antigen-prasentierenden

Zellen und T-Lymphozyten. Das Molekll CTLA-4 wird auf aktivierten zytotoxischen T-
Zellen (CTL) exprimiert und hemmt deren Uberschieende Aktivierung, indem es mit
hoher Affinitat an B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) bindet. Dadurch verdrangt es den
kostimulatorischen Rezeptor CD28, der fur eine vollstandige T-Zell-Aktivierung
erforderlich ist. Wahrend der Immunantwort wird CTLA-4 zunehmend auf T-Zellen
hochreguliert, wodurch diese mit der Zeit in eine erschopften Zustand ubergehen und
regulatorische Funktionen Gbernehmen. Eine hohe CTLA-4-Expression erleichtert die
Bindung von Anti-CTLA-4-Antikorpern. Zusammen mit aktivierenden Fc-Rezeptor-
tragenden Effektorzellen kann dies zur Depletion der betroffenen T-Regulatorzellen
fuhren. Nicht alle Anti-CTLA-4- Antikorper besitzen jedoch die Eigenschaft, Tregs
wirksam zu depletiren. Ipilimumab dagegen zeigt kontextabhangig eine solche
Wirkung. Ein weiterer Immuncheckpoint, das PD-1 Molekdl ist ein wichtiger Regulator
der T-Zell-Erschopfung und wird mit zunehmender klonaler Expansion verstarkt
exprimiert. Durch die Bindung an seine Liganden PD-L1 und PD-L2 Gbertragt PD-1 ein
hemmendes Signal, das die Aktivierung und Effektorfunktion von T-Zellen dampft. Im
Gegensatz zu den Liganden von CTLA-4, die hauptsachlich auf Antigen-

prasentierenden Zellen vorkommen, sind PD-1-Liganden sowohl auf Immunzellen als
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auch auf zahlreichen Tumorzellen zu finden. Krebszellen nutzen die Expression von
PD-L1 gezielt, um sich vor dem Immunsystem zu schitzen: Die Interaktion mit PD-1
auf T-Zellen hemmt deren zytotoxische Aktivitdt und verhindert eine effektive
Immunantwort. Daher ist die Hauptwirkung von Anti-PD-1-Antikdrpern wie Nivolumab
und Pembrolizumab nicht die Modulation der Antigen-Prasentation, sondern die
Wiederherstellung der T-Zell-vermittelten Tumorzellzerstorung (Wilden et al. 2016).
Mit der Zulassung von Ipilimumab (Yervoy) im Jahr 2011 stand erstmals ein
systemischer Immunmodulator zur Behandlung des malignen Melanoms zur
Verflgung. Ipilimumab zeigte in klinischen Studien eine signifikante Verlangerung der
Uberlebenszeit von 6,4 auf 10,1 Monate im Vergleich zur experimentellen gp100-
Vakzine (Hodi et al. 2010; Postow et al. 2015). Nivolumab und Pembrolizumab zeigten
eine objektive Ansprechrate von 40 bis 50%, mit 1- und 2-Jahres-Uberlebensraten von
62-73% bzw. 43-52% (Topalian et al. 2018; Robert et al. 2015; Sharma und Allison
2015).

Tabelle 5: Ansprechraten und 2-Jahres-Uberlebensraten auf verschiedene
Therapien beim metastasierten Mel_a_nom (Wilden et al. 2016)

Substanz ORR 2-]Jahres- Literatur
Uberlebensrate

Anti-PD-1 (Nivolumab) Monotherapie 32— 43-48 % Weber et al., 2015 (Lancet
(3 mg/kg KG alle 2 Wo.) 40 % Oncol), Robert et al., 2015
(NEJM)
Anti-PD-1 (Pembrolizumab) 25— 51 % Robert et al., 2015 (NEJM),
Maonotherapie (2 mg/kg KG alle 3 44 % Ribas et al. 2015 (Lancet
Wo.) Oncol)
AnNti-CTLA-4 (IP1) plus Anti-PD-1 58 % 73 % Postow 2015 (NEJM)
(NIVO)
ANti-CTLA-4 (IP1) vgl. mit Anti-PD-1 11 % - Robert 2015 (NEJM)
(PEMBRO) VS.
*k
33 %
Anti-CTLA-4 (IP1) vgl. mit Anti-CTLA-4 11 % - Larkin et al.,, 2015 (NEJM)
(IP1) plus Anti-PD-1 (NIVO) Vs,
58 %**
ANnti-PD-1 (NIVO) vgl. mit Anti-CTLA-4 44 % - Larkin et al., 2015 (NEJM)
(IP1) plus Anti-PD-1 (NIVO) VS.
580%

Abk.: ORR; Ansprechrate (overall response rate) = Komplettremission + Teilremission; DTIC, Dacarbazin; IPI,
Ipilimumab; NIVO, Nivolumab; PEMBRO, Pembrolizumab.

*p < 0,05; **p < 0,01



1.3.1 Immuncheckpoint-Inhibitoren im metastasierten inoperablen Melanom -

Evidenzlage

In den vergangenen Jahren haben die Immuncheckpoint-Inhibitoren die Therapie des
metastasierten inoperablen Melanom grundlegend verandert. Besonders die
Kombination aus Ipilimumab und Nivolumab wurde durch mehrere randomisierte
Studien umfassend untersucht. Die CheckMate-067-Studie (Wolchok et al. 2022)
untersuchte Patienten mit unbehandeltem metastasierten Melanom und verglich die
Kombinationstherapie aus Ipilimumab und Nivolumab mit den jeweiligen
Monotherapien. Nach einer Follow-up-Zeit von Uber 6,5 Jahren zeigte sich eine
deutliche Uberlegenheit der Kombinationstherapie hinsichtlich des medianen
Gesamtuberlebens (OS: 72,1 Monate vs. 36,9 Monate [Nivolumab] vs. 19,9 Monate
[Ipilimumab]. Die 6-Jahres-Uberlebensrate betrug 49% in der Kombinationsgruppe,
verglichen mit 42% (Nivolumab) und 23 % (Ipilimumab). Auch die CheckMate-057-
Studie (Borghaei et al. 2015).

Die aktualisierte NADINA-Studie sollte in diesem Rahmen nicht unerwahnt bleiben, so
vorgestellt, beim ESMO-Kongress 2024. Diese Daten bestatigen den
Uberlebensvorteil der neoadjuvanten Therapie mit Ipilimumab und Nivolumab vor der
Operation gegentber der bisherigen Standardbehandlung mit adjuvantem Nivolumab
nach der Operation. Die Phase-3-Studie mit 423 Patienten untersuchte zwei
Behandlungsansatze: neoadjuvante Immuntherapie gefolgt von einem chirurgischen
Eingriff, versus direkter Operation mit anschlielender adjuvanter Immuntherapie.
Nach 12 Monaten lag das Gesamtiberleben im neoadjuvanten Arm bei 88,7% im
Vergleich zu 57,2% im adjuvanten Arm. Die aktualisierten 18-Monats-Daten bestatigen
diesen Vorteil mit 80,8% gegentliber 53,9%. Auch das fernmetastasenfreie Uberleben
war mit 85,7% im neoadjuvanten Arm deutlich héher als mit 62,4% im adjuvanten Arm.
Die neoadjuvante Therapie gilt nun als neuer Standard fur Melanom im Stadium IlI
(O'Leary K 2024; Lucas MW, Menzies AM, Lopez-Yurda RA et al. 2024).

1.4 Nebenwirkungen und Blutbildveranderungen

Immunvermittelte Nebenwirkungen entstehen durch eine dbermaflige Immunreaktion

auf gesundes Gewebe, ausgeldst durch die verstarkte Aktivitat des Immunsystems
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unter Immun-Checkpoint-Blockade. Die genaue Ursache dieser Nebenwirkungen ist
nicht vollstandig geklart, hangt jedoch mit der Rolle von Immun-Checkpoints in der
Regulierung der Immunhomdostase zusammen. CTLA-4 und PD-1 hemmende
Immunreaktionen auf unterschiedliche Weise: CTLA-4 wirkt frih in der Immunantwort,
wahrend PD-1 vor allem in spateren Phasen im peripheren Gewebe eingreift. Diese
Unterschiede erklaren die abweichenden Nebenwirkungnsprofile beider Therapien.
Unter Anti-CTLA-4 treten haufiger Kolitis und Hypophysitis auf, eine Pneumonitis und
Thyreoiditis ist eher mit Anti-PD-1 assoziiert. Die Ursache dieser organspezifischen
Toxizitaten sind unklar, kdnnen aber mit der Expression von CTLA-4 auf Zellen der
Hypophyse oder dem  Vorhandensein von  Autoantikorpern  gegen
Schilddrisenstrukturen zusammenhangen (Postow et al. 2018). Um die
unerwunschten Nebenwirkungen zu klassifizieren und zu gradieren, wird das CTCAE
Grading Schema verwendet (Crabbe). Neben dem Spektrum der immunvermittelten
Nebenwirkungen, wurden in dieser Dissertation auch die Werte des
Differenzialblutbildes erfasst und untersucht, da diese als prognostischer Marker fur
die Therapie mit ICl bekannt sind. Unabhangig von der Immuntherapie, zeigt die
Anatomie eines Tumors histologisch eosinophile Infiltrate, auch tumorassoziierte
Eosinophilie genannt. Die Funktion der Eosinophilen scheint in der Tumorabwehr eine
vermittelnde Rolle zu spielen, bei der die Eosinophile CD8+Zellen in das
Tumorgewebe loten(Carretero et al. 2015; Mattei et al. 2020).

Das Gesamtuberleben zeigt sich in verschiedenen klinischen Studien abhangig von
bestimmten Blutbiomarkern und klinischen Faktoren. Fur Ipilimumab sind niedrige
Werte von LDH, AMC und MDSCs sowie hohe Werte von AEC, Tregs und RLC mit
einer besseren Prognose assoziiert. Ein prognostisches Modell auf Basis dieser
Faktoren kann Patienten mit besonders schlechter oder besonders guter Prognose
identifizieren(Martens et al. 2016). Unter Pembrolizumab wurden hohe Werte von REC
und RLC, niedrige LDH-Werte sowie das Fehlen von Metastasen auflerhalb von
Weichgewebe und Lunge als unabhangige, positive Pradiktoren fir die
Gesamtuberlebensrate identifiziert. Patienten mit allen vier glinstigen Faktoren haben
eine exzellente Prognose, wahrend Patienten ohne gunstige Faktoren trotz

Pembrolizumab eine schlechte Prognose aufweisen(Weide et al. 2016).
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1.5 Fragestellung

Die Therapielandschaft flir das metastasierte Melanom hat sich durch die Einfihrung
von Immun-Checkpoint-Inhibitoren fundamental verandert. Untersucht werden derzeit
nicht nur die adjuvante und neoadjuvante Verabreichung von Immuncheckpoint-
Inhibitoren, sondern auch der optimale Zeitpunkt der Gabe, etwas im Hinblick auf
Tages- oder Jahreszeit, um den individuellen Biorhythmus der Patienten bestmaoglich
zu Dberucksichtigen (Ellebaek et al. 2023; Yeung et al. 2023). Das
Nebenwirkungsspektrum ist weiter erfasst und eine reaktive Behandlung auf
auftretende Symptome ist durch eine Klassifikation offiziell eingeordnet. Die
immunvermittelten, unerwlnschten Nebenwirkungen (immune-related adverse
events, irAEs) stellen in den aller meisten Fallen die Anforderung an Patienten und
Behandler, die ICI Therapie durch ein Komplikationsmanagment zu unterbrechen.
96% der Patienten unter der Kombinationsgabe Nivolumab und Ipilimumab sind von
einem irAE betroffen(Wolchok et al. 2017). In den letzten Jahren rickt die Analyse von
Differentialblutbildern zunehmend in den Fokus der Forschung, insbesondere im
Hinblick auf ihre pradiktive Aussagekraft. Wahrend etablierte Marker bereits intensiv
untersucht wurden, gibt es erste Hinweise darauf, dass auch pratherapeutische und
verlaufsbegleitende Veranderungen der GGT prognostische Relevanz besitzen
kénnten. Die GGT ist ein membrangebundenes Enzym, das eine zentrale Funktion im
intrazellularen und extrazellularen Glutathion-Stoffwechsel Ubernimmt. Durch die
Spaltung von Glutathion ermoglicht GGT die Wiederaufnahme von Aminosauren,
insbesondere von Cystein, welches als limitierender Faktor fur die Glutathionsynthese
gilt. Auf diese Weise ist GGT entscheidend an der Aufrechterhaltung des zellularen
Redox-Gleichgewichts beteiligt. Neben dieser physiologischen Schutzfunktion
gegenuber oxidationen Stress, ruckt GGT in dieser Dissertation in den Fokus der
onkologischen Fragestellung. Wie stellt sich eine Korrelation zwischen dem
pratherapeutischen GGT Wert und dem Gesamtiberleben der Patienten mit
metastasierten Melanom bei ICPI Therapie dar und wie verandert sich der GGT Wert
im Verlauf der ICPI Gabe. Dabei stellt sich auch die Frage, inwieweit die GGT-
Veranderung als Marker fur immunvermittelte Hepatotoxizitat, insbesondere

cholestatische oder cholangitische Verlaufe dienen kdnnen.
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2. Material und Methode
2.1 Studienaufbau

Die Datenerhebung dieser Dissertation erfolgte im Rahmen einer monozentrischen,
retrospektiven Kohortenstudie, in der Sektion fur Dermatoonkologie der Universitats-
Hautklinik in Tubingen. Hierzu wurden digitale Patientenkrankenakten retrospektiv
ausgewertet. Der Beobachtungszeitraum lag zwischen Oktober 2013 bis Mai 2019 und
es konnten 366 Patienten eingeschlossen werden, bei denen ein nicht resezierbares
Melanom vorlag und eine Therapie mit einem PD-1 Inhibitor (ggf. in Kombination mit
einem CTLA-4 Inhibitor) durchgefiihrt wurde. Die PD-1-Gruppe umfasste 218
Patienten, die entweder mit Nivolumab oder mit Pembrolizumab behandelt wurden.
Die Ipi+Nivo-Gruppe umfasste 148 Patienten, die die Kombinationstherapie

Ipilimumab und Nivolumab erhielten.

2.2 Einschlusskriterien

Die 366 Patienten wurden gemal} der national geltenden S3-Leitlinie fur das maligne
Melanom behandelt. Das Grading und Staging erfolgte nach der damals geltenden
AJCC 2009 Klassifizierung. Die Therapie mit den Immun-Checkpoint-Inhibitoren
erfolgte in der PD-1-Gruppe mit Nivolumab mit 3mg/kg intravends alle 2 Wochen oder
mit Pembrolizumab mit 2mg/kg intravends alle 3 Wochen. In dieser Kohorte lagen bei
218 von 220 behandelten Personen vor Therapiebeginn die GGT-Werte vor, sodass
sie fur die Auswertung berlcksichtigt werden konnten. Dabei wurden neben den
Ausgangswerten auch die Dynamik der GGT unter laufender Immuntherapie
betrachtet. Besonders im Fokus standen die immunvermittelten GGT-Erhdhungen
(irGGT). Definiert wurden diese als neu auftretende oder sich deutlich verstarkende
GGT-Erhéhungen wahrend der Behandlung, die sich im weiteren Verlauf wieder
normalisierten. Die Ipi+Nivo Gruppe erhielten die Kombinationstherapie mit Ipilimumab
3mg/kg und Nivolumab 1mg/kg intravends alle 3 Wochen, fur maximal 4 Zyklen,
anschlie3end folgte eine Erhaltungstherapie mit Nivolumab mit 3mg/kg alle 2 Wochen.
Auch hier lag die Verfugbarkeit der bendtigten Laborparameter mit 148 von 150
Patienten sehr hoch, sodass eine nahezu vollstandige Erfassung gewahrleistet war.
Mit der ersten und jeder weiteren Gabe der ICI-Therapie erfolgte standardmalig eine
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Blutentnahme. Somit konnten die absoluten und die relativen Blutwerte im Verlauf
abgebildet werden. Da die fruhen Veranderungen innerhalb der ersten
Behandlungswochen flr uns besonders von Interesse waren, wurde die
Datenerfassung auf die ersten 5 Zyklen begrenzt. Zum Routine-Labor zahlten
hamatologisch ein Blutbild mit Differenzierung, folgender Parameter: die absoluten
Zellzahlen der Leukozyten, Neutrophilen, Lymphozyten Monozyten, Eosinophile und

Basophilen sowie deren relativen Anteile (RNeu, RLym,RMon,REos, RBas).

2.3 Ausschlusskriterien

Patienten fur die keine Laborwerte, insbesondere zur GGT verfugbar waren, oder fur

die keine Nachbeobachtungsdaten vorhanden waren.

2.4 Endpunkte

Das Patientenkollektiv beinhaltet die Zeit zwischen dem Beginn der ICPI-Therapie bis
zum Tod oder der letzten Nachbeobachtung und stellt somit das OS, das

Gesamtuberleben dar.

2.5 Datenerhebung

Die Patientendaten wurden aus den digitalen Krankenakten gefiltert, dazu wurden
Alter und Geschlecht und das klinische Tumorstadium nach der AJCC 2009 erfasst.
Die Laborparameter wurden wie folgt gefiltert: die Gamma-Glutamyltransferase mit
einem Normwert bei Mannern < 60U/I, Frauen < 40 U/l, die Alanin-Aminotransferase
mit einem Normwert bei Mannern 10-50 U/l und bei Frauen 10-35 U/I, die Aspartat-
Aminotransferase mit einem Normwert von 10-50 U/I, bei Frauen 10-35 U/l, das
Gesamt Bilirubin mit einem oberen Normwert von 1,1 mg/dl, die Alkalische
Phosphatase mit einem Normbereich von 40-130 U/l und die Laktatdehydrogenase mit
einem oberen Normwert von 250 U/I. Die immunvermittelten Nebenwirkungen wurden

nach der Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE 2017)
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klassifiziert, dabei galt fir die GGT Erhéhung beim Grad 1 > ULN (obere Normgrenzen)
—-2,5x ULN, Grad 2> 2,5-5,0 x ULN, Grad 3 > 5,0 — 20,0 x ULN und Grad 4 > 20,0
X ULN. Zur Beurteilung einer therapiebedingten Hepatitis wurden auf3erdem die
Biomarker ALT, AST und Bilirubin einbezogen. Um das Differentialblutbild und dessen
Veranderungen im Laufe der Therapie zu erfassen, wurden dieses ab dem Zeitpunkt
des Therapiebeginns aus der digitalen Patientenkrankenarte bis zu 5 Zyklen
entnommen. Die Serum Gamma-Glutamyltransferase (GGT) wurde ebenfalls bei den
368 Melanom-Patienten zu zehn Zeitpunkten (T-1 — T-10; dreiwochiges Intervall)

wahrend der Immuncheckpoint-Inhibition bestimmt.

2.6 Auswertung
2.6.1 Statistische Methoden

Zur Auswertung des Gesamtuberlebens wurde die Kaplan-Meier-Methode
herangezogen. Die Unterschiede der definierten Patientengruppen wurden mittels des
zweiseitigen Log-Rank-Test berechnet. Um potenzielle Einflussfaktoren auf das
Uberleben zu identifizieren, kamen multivariable Cox-Proportional-Hazards-Modelle
zum Einsatz. In die Regressionsanalysen wurden verschiedene klinisch relevante
Kovariablen aufgenommen, darunter die Ausgangswerte der GGT (eingeteilt in <[ULN]
vs. > ULN), das Auftreten immunvermittelter GGT-Erhéhung, das Vorliegen von
Lebermetastasen, LDH- Werte (normal vs. > ULN), die Anzahl der
Metastasierungsorte (kategorisiert in 1, 2-4 sowie = 5) sowie die Anzahl
vorangegangener Therapien (0, 1-2 bzw. =23). Zur Untersuchung von Unterschieden in
kategorialen Variablen zwischen Gruppen wurde der Fisher’'s Test verwendet.
Kontinuierliche Variablen wurden mithilfe des Wilcoxon-Rangsummentests verglichen.
Die statistischen Auswertungen erfolgten unter Verwendung der Statistiksoftware R
(Version 3.6.1) unter Einbeziehung des Pakets ,,survival®. In allen Analysen wurde ein
zweiseitiger p-Wert von <0,05 als Hinweis auf statistische Signifikanz gewertet. Fur die
weitere Analyse der GGT wurden zwei klinisch relevante Patientengruppen gebildet:
Erstens jene mit einer immunvermittelten GGT-Erhdhung (im Folgenden als irGGT-
Gruppe bezeichnet), definiert als das Auftreten eines therapieassoziierten Anstiegs der
Gamma-Glutamyltransferase wahrend des Behandlungsverlaufs. Zweitens wurden

Patienten mit  nachgewiesener  Tumorprogression im  Therapieverlauf
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(Progressionsgruppe) gegenuber jenen ohne Progression betrachtet. Die Zuordnung
basierte auf klinischer Dokumentation und Laborverlaufen. Als Hinweis flur einen
immunvermittelten Anstieg der GGT wurde die Normalisierung der GGT im weiteren
Verlauf bei gleichzeitig fehlenden Hinweisen fur einen hepatischen Krankheitsprogress
oder fir einen medikamentdsen oder krankheitsbedingten Anstieg gewertet.Fur beide
Gruppen — irGGT und Progression — sowie deren jeweilige Vergleichsgruppen wurden
die mittleren GGT-Werte zu zehn Zeitpunkten berechnet. Die Darstellung erfolgte
mittels Linienplots mit Fehlerbalken (+ Standard Error of the Mean, SEM), getrennt
nach Therapiearm (PD-1-Inhibition vs. Ipi + Nivo-Kombination). Die statistische
Auswertung und Visualisierung erfolgte in R (Version 4.3) unter Verwendung der
Pakete dplyr, tidyr und ggplot2. Der Fokus lag auf der deskriptiven Darstellung
zeitlicher GGT-Dynamiken; inferenzstatistische Tests zwischen den Zeitpunkten
wurden bewusst nicht durchgefuhrt. Zur statistischen Auswertung des Blutbildverlaufs
wurden bei 366 Patienten mit nicht-resezierbarem, metastasiertem Melanom die
Differentialblutbilder zum Zeitpunkt des Therapiebeginns analysiert. Erfasst wurden
die absoluten Zellzahlen der Neutrophilen, Lymphozyten, Monozyten Eosinophilen und
Basophilen sowie deren relative Anteile (RNeu, RLym, RMon, REos,RBas), zusatzlich
wurden die Neutrophilen-zu-Lymphozyten-Ratio (NLR) und die Lymphozyten-zu-
Monozyten-Ratio (LMR) berechnet. Fur jeden Marker wurden statistisch optimale
Schwellenwerte (cut-off Werte) bestimmt. Hierzu kam der maxstat.test aus der
gleichnamigen Bibliothek fur R zur Anwendung, der basierend auf einem minimalen p-
Wert den idealen Schwellenwert flir die Log-Rank Analyse berechnet und zur
Kategorie der sogenannten ,selected tests“ zahlt. Auf dieser Grundlage wurden die
Patienten in eine ,niedrige” (< Cut-off) und eine ,hohe” (> Cut-off) Gruppe eingeteilt,
die Daten wurden also hiermit dichotomisiert. AnschlieBend wurde fur jede
dichotomisierte Variable ein univariables Cox-Proportional-Hazards-Modell (Funktion
zcoxph®, Paket survival) mit dem Gesamtiuberleben (OS) als Endpunkt berechnet. Die
Ergebnisse wurden als Hazard Ratio (HR) mit 95 %-Konfidenzintervall und p-Wert
angegeben. Die medianen Uberlebenszeiten der Gruppen wurden aus Kaplan-Meier-
Schatzungen (survfit) gewonnen, deren Kurven — ohne Konfidenzbander — mit
ggsurvplot visualisiert und mittels Log-Rank-Test auf Signifikanz gepruft wurden. Alle
Analysen erfolgten in R 4.3 bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05.

Aulerdem wurden pro Marker, Zeitpunkt und Therapiegruppe jeweils der Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sowie Median-, Minimal- und Maximalwerte
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berechnet. Zur Visualisierung kamen Liniendiagramme mit Fehlerbalken (Mittel +
SEM) sowie erganzende Boxplots zum Einsatz, erstellt mit ggplot2. Zur Abschatzung
des prognostischen Werts der Baseline-Parameter (T;) wurden univariable Cox-
Regressionen durchgefuhrt; die Ergebnisse wurden als Hazard Ratio (HR) mit

zugehorigen 95 %-Konfidenzintervallen angegeben.

2.6.2 Geschlechtergerechte Sprache

Zur besseren Lesbarkeit und aus Grinden der sprachlichen Vereinfachung, wurde in
dieser Dissertation Uberwiegend die mannliche Form verwendet. Selbstverstandlich
sind damit stets Personen jeglichen Geschlechts gleichermalien gemeint. Diese
Entscheidung dient ausschlieBlich der sprachlichen Okonomie und impliziert keine

Wertung oder Benachteiligung.

2.6.3 Zustimmung der Ethikkommission

Diese Dissertation wurde gemald der Deklaration von Helsinki (1975) und ihren
nachfolgenden Erganzungen erarbeitet. Die Ilokale Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen genehmigte die Studie unter der
Projektnummer 436/2017BO2.

1. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Tabelle 6: Patienendemographie und klinische Charakteristik

Merkmale PD-1 Gruppe (n=218) Ipi-Nivo-Gruppe (n=148)
Geschlecht:

mannlich 131 (60) 86 (58)

weiblich 87 (40) 62 (42)
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Merkmale
Alter
(Median[Spanne],
Jahr)
Mutationsstatus
BRAF V600Mutation
NRAS Mutation
BRAF/NRAS Wildtyp

LDH
Normal
Erhoht

AJCC 2009
B
1]{e;
M1a
M1b
M1c

Lebermetastase
Nein
Ja
Hirnmetastase
Nein
Ja

Anzahl vorherige
Therapielinien

ArWN-_O

PD-1 Gruppe (n=218)

64.5 [27-94]

73 (33)
44 (20)
101 (46)

119 (55)
99 (45)

2(1)

8 (4)

8 (4)
31 (14)
169 (78)

151 (69)
67 (31)

151 (69)
67 (31)

Ipi-Nivo-Gruppe (n=148)

62 [28-87]

44 (30)
28 (19)
76 (51)

82 (55)
66 (45)

1(1)
7 (5)
4 (3)
10 (7)
126 (85)

84 (57)
64 (43)

108 (73)
40 (27)

59 (40)

48 (32)

19 (13)
14.(9)
8 (5)



Vortherapien

Anti-CTLA-4 96 (44) 17 (11)
Anti-PD-1 5(2) 48 (32)
BRAFi+ MEKi 46 (21) 26 (18)
Chemotherapie 40 (18) 13 (9)
Radiotherapie 92 (42) 48 (32)
Andere 5(2) 0 (0)

AJCC, American Joint Committee on Cancer, Version 7; Ipi, Ipilimumab; LDH,

Laktatdehydrogenase; Nivo, Nivolumab; no., Anzahl der Patienten.

Insgesamt wurden 366 Patienten in die Studie eingeschlossen, die in einem Zeitraum
von Oktober 2013 bis einschlieRlich Mai 2019 im Zentrum fir Dermatologie an der
Universitatsklinik in Tibingen eine Immun-Checkpoint-Inhibitoren Therapie aufgrund
eines nicht resezierbaren Melanoms erhalten haben. Dabei lag das mediane
Erkrankungsalter in der PD-1-Gruppe bei 64,5 Jahren (Altersspanne 27-94 Jahren)
(Tab.6) und in der Ipi + Nivo Gruppe bei 62 (Altersspanne 28-87 Jahren).

3.2 GGT- Ausgangswert

Ein zentrales Ziel der Studie war die Untersuchung der prognostischen Bedeutung der
GGT, einem leberassoziierten Enzym, das unter anderem in Zusammenhang mit
hepatischer Metastasierung, Gallengangsobstruktion und entzindlichen Prozessen
steht. Bereits vor Beginn der Immuntherapien zeigten sich signifikante Unterschiede
in den GGT- Ausgangswerten: In der PD-1-Gruppe wiesen 31,7% der Patienten (69
von 218) erhohte GGT-Werte auf. In der ipi+Nivo-Gruppe lag dieser Anteil mit 43,2%
(64 von 148) sogar noch hoher.

Die Assoziation zwischen erhdohten GGT-Werten zu Therapiebeginn und dem
Vorliegen von Lebermetastasen wurde separat analysiert. In der PD-1-Gruppe zeigte
sich hierbei ein signifikanter Zusammenhang: Patienten mit erhdhter Baseline-GGT
hatten signifikant haufiger Lebermetastasen (43,5%) im Vergleich zu jenen mit
normalen GGT-Werten (24,8%; p = 0,0072). Diese Daten stutzen die Annahme, dass
erhdohte GGT-Werte, zumindest in dieser Kohorte, ein indirekter Marker fur die

hepatische Tumorlast sein konnte. In der Ipi+Nivo-Gruppe war ein entsprechender
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Zusammenhang hingegen nicht statistisch signifikant (p = 0,18), was auf
unterschiedliche pathophysiologische oder klinische Konstellationen zwischen den
Kohorten hinweisen konnte. Bezogen auf das Gesamtiberleben ergab sich ein
konsistentes Bild. Patienten mit bereits zu Therapiebeginn erhohten GGT-Werten,
zeigten ein signifikant kirzeres Gesamtiberleben. In der PD-1-Gruppe lag die Hazard
Ratio (HR) bei 1,57 (95 % Konfidenzintervall: 1,08-2,29; p = 0,019), was auf ein um 57
% erhdhtes Sterberisiko im Vergleich zu Patienten mit normaler GGT hinweist. In der
Ipi+Nivo-Gruppe war dieser Effekt sogar noch ausgepragter (HR =1,93; 95% CI: 1,17-
3,17; p = 0,010). Diese Ergebnisse wurden in multivarianten Modellen unter der
Berucksichtigung moglicher Confounder bestatigt und sind in Tabelle 7 dargestellt. Die
GGT stellt somit einen leicht zuganglichen und potenziell prognostisch relevanten
Biomarker dar.

PD-1 Gruppe
100 T
80
o
c
_8 60 1
o
£ 40
= Y
@
o —— Baseline GGT normal
O 201 — Baseline GGT erhoht
F=.019
HR 1.57 (1.08-2.29)
0 T T T T T T T T

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Anzahl der Patienten Zeit seit Beginn der Immuntherapie (Monate)
im Risiko

GGTnormal 149 120 95 73 49 27 16 6 4

GGTerhoht 69 47 39 21 13 9 4 1 0

Abbildung 1: Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtiiberlebens in Abhingigkeit von
Baseline-GGT-Werten, fiir Patienten mit normaler vs. Erhéhter Baseline GGT in der
PD-1-Gruppe
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Ipi+Nivo Gruppe

100 1

80

60

40 1

Gesamtiiberleben (%)

2010 —

Baseline GGT normal
Baseline GGT erhoht

P=.010
HR 1.93 (1.17-3.17)

0
0

6 12

18 24

Anzahl der Patienten Zeit seit Beginn der Immuntherapie (Monate)

im Risiko
GGT normal 84
GGT erhoht 64

61 35
33 21

13 1
5 0

Abbildung 2: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens in Abhingigkeit von
Baseline-GGT-Werten, fiir Patienten, mit normaler vs. Erhohter Baseline-GGT in der

Ipi+Nivo-Gruppe

Tabelle 7: Multivariable Cox-Regressionsanalyse von Baseline-GGT im

Gesamtiiberleben.

Hinblick auf das

PD-1-Gruppe Ipi+Nivo-Gruppe
Variable (n=217) p-Wert (n=146) p-Wert
HR(95%CI) HR(95%CI)
Baseline GGT
Normal 1 1
erhoht 1.76(1.26-2.67) 0.0073 1.77(1.05-2.99) 0.032
Lebermetastasen
Nein 1 1
Ja 1.50(1.00-2.24) 0.049 1.89 (1.09-3.30) 0.024
LDH
Normal 1 1
Erhoht 2.20 (1.51-3.20) <0.0001 1.60 (0.94-2.70) 0.083
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No. metastasierte

Stellen
1 1 1
2-4 1.26 (0.66-2.43) 0.48 1.32 (0.58-3.00) 0.51
5 oder mehr 2.54 (1.19-5.40) 0.016 2.48 (1.01-6.10) 0.048

Bisherige Therapien

0 1 1
1-2 1.24 (0.77-2.01) 0.38 2.12 (1.18-3.80) 0.012
3 oder mehr 1.87 (1.06-3.30) 0.030 2.48 (1.11-5.50) 0.026

Cl convidence interval, GGT, gamma-glutamyl transferase; HR, hazard ratio;

LDH Laktatdehydrogenase; n, Anzahl der Patienten; Drei der PD-1-Patienten
und vier der Ipi+Nivo- Patienten wurden in dieser Analyse nicht
eingeschlossen, aufgrund von fehlenden Informationen von einem oder

mehrerer Analysefaktoren.

3.3 Immunvermittelte GGT-Erhohung

Solche irGGT-Ereignisse wurden bei 17% der Patienten in der PD-1-Gruppe (37 von
218) und bei 38,5% in der Ipi+Nivo-Gruppe (57 von 148) beobachtet. Die
Verlaufsanalyse des OS bei Auftreten einer irGGT-Erhohung zeigte im Gegensatz zum
reduzierten Gesamtiberleben bei Patienten mit erhdhter Baseline-GGT ein
verlangertes Gesamtuberleben. Das Auftreten einer irGGT-Erhohung war mit einer
signifikant verbesserten Uberlebensrate assoziiert. Fir die PD-1-Gruppe ergab sich
eine HR von 0,41 (95% CI: 0,23-0,75; p = 0,0036), in der Ipi+Nivo-Gruppe ein HR von
0,33 (95% CI: 0,18-0,60; p = 0,00025). Diese Beobachtung konnte durch eine
Landmark-Analyse drei Monate nach Therapiebeginn sowie durch eine zeitabhangige
Cox-Regression gestutzt werden. Letztere ergaben eine HR von 0,37 (95% CI: 0,20-
0,69; p = 0,00016) fur die PD-1-Gruppe und eine HR von 0,33 (95% CI: 0,18-0,62; p =
0,00050) fur die Kombinationstherapie (siehe Tabelle 8). Somit scheint das Auftreten
einer irGGT-Erhohung ein moglicher Surrogatmarker fur eine immunologisch aktive

und potenziell effektive Therapieantwort zu sein.
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Abb.: 3.1 Abb.: 3.2

PD-1 Gruppe Ipi+Nivo Gruppe
100 7 100
80 - 80 1
S 60 % 60
[ e
& 2
2 40 2 40
: :
® — irGGT nicht erhoht 2 — irGGT nicht erhoht
O 204 — IrGGT erhght O 204 — IrGGT erhoht
P=.0036 P=.00025
HR 0.41 (0.23-0.75) HR 0.33 (0.18-0.60)
0 T T T T T T T T 0 T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24
Anzahl der Patienten Zeit seit Beginn der Immuntherapie (Monate) Zeit seit Beginn der Immuntherapie (Monate)
im Risiko
irGGT nicht erhdht 181 131 104 71 44 24 13 5 3 91 48 28 8 1
irGGTerhoht 37 36 30 23 18 12 7 2 1 57 46 28 10 0
Abbildung 3: Gesamtiiberleben in Abhéangigkeit von immunvermittelter GGT-

Erhohung(irGGT), Abb.: 3.1: Kaplan-Meier-Kurve fiir Patienten mit vs. ohne irGGT in der
PD-1-Gruppe, Abb. 3.2: Kaplan-Meier-Kurve fiir Patienten mit vs. ohne ir GGT-Erh6hung
in der Ipi+Nivo-Gruppe

Abb.: 4.1 Abb.: 4.2

PD-1 Gruppe 3-Monats Landmark-Analyse Ipi+Nivo Gruppe 3-Monats Landmark-Analyse

100 7 100
—~ 801 ~ 801
1) X
c c
2 2
2 60 4 2 60 -
8 &
£ 401 c 40 1
3 2
8 — irGGT nicht erhoht 8 — irGGT nicht erhht
204 — irGGT erhoht 204 — irGGT erhoht
P=.030 P=.043
HR 0.51 (0.28-0.94) HR 0.50 (0.26-0.98)
D T T T T T T T T 0 T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 4 0 6 12 18 24
Anzahl der Patienten  Zeit seit Beginn der Immuntherapie (Monate) Zeit seit Beginn der Immuntherapie (Monate)
im Risiko
irGGT nicht erhoht 155 131 104 71 44 24 13 5 3 66 48 28 8 1
irGGTerhéht 37 36 30 23 18 12 7 2 1 56 46 28 10 0

Abbildung 4: 3-Monats-Landmark-Analyse zum Ausschluss von Bias durch friihere Mortalitat
fur Abb.: 4.1. PD-1-Gruppe und Abb.: 4.2 Ipi+Nivo-Gruppe
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Tabelle 8: Multivariate Cox-Regressionsanalyse von
(irGGT) im Hinblick auf das Gesamtiiberleben

immunvermittelter

GGT-Erhéhung

PD-1-Gruppe (n Ipi+Nivo-Gruppe
Variable = 217) p-Wert (n =146) p-Wert
HR (95%CI) HR (95% Cl)
irGGT Erhohung
Nein 1 1
Ja 0.37 (0.20-0.69) 0.00016 0.33 (0.18-0.62) 0.00050
Lebermetastasen
Nein 1 1
Ja 1.74 (1.17-2.57) 0.0057 2.25 (1.28-3.94) 0.0047
LDH
Normal 1 1
Erhdht 2.40 (1.64-3.50) < 0.0001 1.48 (0.87-2.51) 0.15
No. metastasierte
Stellen
0 1 1
2-4 1.08 (0.57-2.07) 0.81 1.74 (0.76-4.01) 0.19
5 oder mehr 1.80 (0.85-3.83) 0.12 2.93 (1,19-7.18) 0.019
Bisherige
Therapien
0 1 1
1-2 1.40 (0.87-2.26) 0.17 1.83 (1.03-3.25) 0.040
3 oder mehr 1.78 (1.00-3.15) 0.049 2.13 (0.95-4.77) 0.066
Cl, confidence interval; GGT, gamma-glutamyl transferase; HR, Hazard Ratio; irGGT
Erhéhung, immun-related gamma-glutamyl transferase Erhéhung; LDH,
Laktatdehydrogenase; n, Patientenanzahl.
Drei Patienten der PD-1-Gruppe und Vier der Ipi+Nivo-Gruppe wurden aus dieser
Analyse ausgeschlossen, da eine oder mehrere Informationen gefehlt haben.

3.4 Graduierung von GGT-Erhdhung und deren prognostische

Aussagekraft

Die therapiebedingten GGT-Erhéhungen wurden gemall CTCAE-Kriterien (Common
Terminology Criteria for Adverse Events) klassifiziert. In der PD-1-Gruppe waren die
meisten irGGT-Ereignisse mild: 73% waren vom Schweregrad 1, wahrend jeweils
13,5% den Graden 2 und 3 zugeordnet werden konnte. In der Ipi+Nivo-Gruppe war
das Schweregradprofil etwas ausgepragter mit 54% Grad 1, 26% Grad 2 und 19%
Grad 3. In keiner der beiden Gruppen wurden GGT-Erhéhungen vom Grad 4
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beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass selbst immunvermittelte GGT-Erhéhungen in

der Regel klinisch gut beherrschbar bleiben.

3.5 Immunassoziierte GGT-Erhohungen: Pradiktive Relevanz und

begleitende Veranderungen im Laborprofil

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer irGGT-Erhéhung und
dem objektiven Therapieansprechen konnte in der PD-1-Gruppe nachgewiesen
werden. Hier lag die Odds Ratio bei 3,57% (95% CI: 1,61-8,24; p = 0,00072), was auf
eine mehr als dreifach erhohte Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens bei Patienten
mit irGGT hinweist.

PD-1-Gruppe
140 -
(—_CU 120 A
N 100 -
@
© 80 -
2 60 -
C
2 40 1
L 20 1 -
0 - . -~
irGGT kein irGGT
m CR/PR 24 59
= SD/PD 13 115

mCR/PR ®SD/PD

Abbildung 5: Wahrscheinlichkeit fiir Therapieansprechen (CR/PR), (SD/PD) in
Abhéngigkeit von irGGT-Erhoéhung fiir die PD-1-Gruppe

Auch in der Ipi+Nivo-Gruppe zeigte sich ein positiver Trend (OR = 1,74; 95% CI: 0,84-
3,65), der jedoch statistisch nicht signifikant war. Der immunvermittelte GGT-Anstieg

war nicht signifikante mit dem Therapieansprechen assoziiert.
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Ipi+Nivo-Gruppe

50 -
45 -
40 -
35 A
30 +
25 A
20 -
15 A
10 ~
5_
0_

Patientenanzahl

irGGT kein irGGT
mCR/PR 33 37
u SD/PD 24 47

m CR/PR mSD/PD

Abbildung 6: Wahrscheinlichkeit fiir Therapie (CR/PR) in Abhédngigkeit von irGGT-Erhéhung
fiur die Ipi+Nivo-Gruppe

Bei der Fragestellung nach einem Zusammenhang zwischen irGGT-Erhéhung und
dem Auftreten einer Autoimmunhepatitis zeigt sich, dass Patienten mit irGGT-
Erhdhung signifikant haufiger eine Autoimmunhepatitis entwickelten. Die OR lag in der
PD-1-Gruppe bei 5,73 (95% CI: 1,59-20,70; p = 0,0033), in der Ipi+Nivo-

Gruppe bei 7,74 (95% ClI: 2,53-28,72; p < 0,0001).

PD-1-Gruppe
200 -
175 -
150
125 -
100 -
75
50
25 - -
0 J

irGGT

Patientenanzahl

kein
irGGT
® Hepatitis 7 7
E kein Hepatitis 30 174
B Hepatitis ®kein Hepatitis
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Abbildung7: Zusammenhang zwischen irGGT-Erhéhung und einer
Autoimmunhepatitis fiir die PD-1-Gruppe

Ipi+Nivo-Gruppe

100 ~
< 80 -
®©
=
& 60 -
5
= 40 -
.0
o
0 J
. kein
rGGT rGGT
m Hepatitis 18 5
E kein Hepatitis 38 83

m Hepatitis ®kein Hepatitis

Abbildung 8: Zusammenhang zwischen irGGT-Erhéhung und einer
Autoimmunhepatitis fiir die Ipi+Nivo-Gruppe

Bemerkenswert war, dass der Grofteil der betroffenen Patienten, namlich 81% in der
PD-1-Gruppe und 68% in der Ipi+Nivo-Gruppe- keine gleichzeitigen AST-/ALT-
Erhdhung oder klinische Symptome einer Hepatitis zeigten. Dies spricht flr eine
subklinische, moglicherweise isolierte GGT-Erh6hung im Sinne einer cholestatischen
Immunreaktion. Zusatzlich wurde der Zusammenhang zwischen irGGT-Erhéhung und
dem Anstieg der alkalischen Phosphatase (ALP), einem weiteren Marker
cholestatischer Leberbeteiligung analysiert. In beiden Kohorten ergab sich eine
signifikante Korrelation: in der PD-1-Gruppe lag der OR bei 3,64 (95 CI: 1,65-8,12;p =
0,00060), in der Ipi+Nivo-Gruppe bei 2,08 (95% CI: 1,01-4,35; p = 0,041). Diese
parallelen Veranderungen konnten auf eine Immunvermittelte Beeintrachtigung der
Gallengange (z.B. im Sinne einer Cholangitis) hindeuten, die primar GGT und ALP
betrifft, jedoch Transaminasen und klinische Symptome weitgehend unbeeinflusst

|asst.
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PD-1-Gruppe

160

140

120 A

100 ~

80 A

60 -

Patientenanzahl

40 A

20 - -
0 . _
irGGT kein irGGT
B ALP erhoht 20 44

®ALP normal 17 137

mALP erhoht ®mALP normal

Abbildung 9: Zusammenhang zwischen irGGT-Erhéhung und Erhéhung der
alkalischen Phosphatase (ALP) fiir die PD-1-Gruppe.
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Ipi+Nivo-Gruppe

70 -
60
50 1
40 -

30 1

Patientenanzahl

20 A

10 ~

0 -

irGGT kein irGGT
mALP erhoht 31 33
2 ALP normal 26 58

BALP erhéht ®mALP normal

Abbildung 10: Zusammenhang zwischen irGGT-Erhéhung und erhéhung der
alkalischen Phospatase (ALP) fiir die Ipi+Nivo-Gruppe.

3.6 GGT-Verlaufe nach immunvermittelter GGT-Erhohung und

Progressionsstatus

Zur weiteren Charakterisierung der GGT-Dynamik unter Checkpoint-Inhibitoren
wurden Mittelwerte + Standardfehler (SEM) fir zehn aufeinanderfolgende Zeitpunkt
(T1-T10) getrennt nach PD-1 vs. Ipi+Nivo und getrennt nach immunvermittelter GGT-
Erhéhung (irGGT) vs. ohne immunvermittelter GGT-Erhéhung, sowie dem Auftreten
einer Progression vs. dem Ausbleiben einer Progression berechnet und als Linienplots
visualisiert. In der Ipi + Nivo-Gruppe zeigten Patienten mit immunvermittelter GGT-
Erhohung (irGGT) bereits bis zum dritten Therapiezeitpunkt (T3) einen raschen
Anstieg des mittleren GGT-Wertes auf etwa das Doppelte des Ausgangswertes
(~160 U/), der sich im weiteren Verlauf bis Uber 200 U/| steigerte. Bei Patienten ohne
GGT-Erhéhung stieg der Mittelwert hingegen kontinuierlich bis zum sechsten
Zeitpunkt an (bis knapp 200 U/l) und fallt rasch bis zum Zeitpunkt T8 auf 110 U/l ab.
Unter Anti-PD-1-Monotherapie war ebenfalls ein kontinuierlicher GGT-Anstieg bis T3
in der Subgruppe mit irGGT zu beobachten (von ca. 60 U/l auf 120 U/l), der nach T3
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jedoch stufenweise wieder absinkt, wahrend sich die GGT-Werte bei Patienten ohne
irGGT nur geringfugig veranderten und ein einem Bereich von 70-40 U/ verbleiben.
Die Fehlerbalken (SEM) waren in beiden irGGT-Gruppen deutlich ausgepragter und
spiegelten eine hohe interindividuelle Streuung wider. Im Vergleich dazu, starten die
Baseline-Werte in der Ipi+Nivo Gruppe mit Progress hoher und steigerten sich von
daraus weiter. In der Ipi+Nivo Gruppe ohne Progress zeigte sich ein Anstieg der GGT
im weiteren Verlauf (T5-T10). In der PD-1-Gruppe sanken die GGT-Werte bei
Patienten mit dokumentierter Krankheitsprogression leicht von 75 U/l auf etwa 50 U/I,
wahrend sie bei stabiler Krankheitslage moderat abfallt (von etwa 50 (T1) auf 20
(T10) U/). Insgesamt waren die Unterschiede zwischen den GGT-Verlaufen mit und
ohne immunvermittelte GGT-Erh6hung deutlich ausgepragter als die Differenzen
zwischen Progressionsgruppen oder Therapiestrategien. Dies spricht dafur, dass der
GGT-Anstieg eher eine Folge immunvermittelter Leberbeteiligung als eine

unmittelbare Folge von Tumorprogression darstellit.

GGT-Verlauf (= SEM) - Progress vs. kein Progress

Ipi+Nivo PD-1

N
=}
5]

3
!
e

Status

kein Progress

GGT (u/)

=-8= Progress

o
<)

50 1;/{

7.5 10.0 25 5.0 7.5 10.0
Zeitpunkt (1-10)

Abbildung 11: Linienplot des mittleren GGT-Wertes (Y-Achse, U/l) an den
Zeitpunkten T1-T10 (X-Achse) mit Fehlerbalken = SEM;

Farben kodieren Progress vs. kein Progress, Facetten zeigen PD-1 (links) und Ipi +

Nivo (rechts).
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GGT-Verlauf (+ SEM) - irGGT vs. kein irGGT

Ipi+Nivo PD-1

Status
-8 irGGT
-8~ kein irGGT

GGT (U/)

100

10.0 2.5 5.0 7.5 10.0
Zeitpunkt (1-10)

Abbildung 12: Linienplot des mittleren GGT-Werts (Y-Achse, U/l)

2.5 5.0 7.5

SEM; Farben kodieren irGGT vs. kein irGGT, Facetten zeigen PD-1 (links) und Ipi +

Nivo (rechts)

3.7 Einfluss differentialblutbildbasierte Marker auf das Gesamtuberleben

Die univariablen Cox-Analysen zeigten, dass eine erhdhte Neutrophilen-zu-
Lymphozyten-Ratio (NLR > 2,0) mit einem signifikant kirzeren Gesamtuberleben
assoziiert war (Hazard Ratio [HR] 1,57; 95 %-Konfidenzintervall [KI] 1,22-2,01; p =
0,0005). Patienten mit niedriger Lymphozyten-zu-Monozyten-Ratio (LMR < 3,2)
wiesen ebenfalls ein erhdhtes Sterberisiko auf (HR 1,26; 1,05-1,51; p = 0,011),
wahrend fur die Gruppe mit LMR > 3,2 eine geringere Hazard Ratio beobachtet wurde
(HR 0,79). Ein relativer Lymphozytenanteil (RLym1) von mehr als 24 % war mit einem
verringerten Risiko verbunden (HR 0,65; 0,50-0,87; p = 0,023), wohingegen ein
relativer Neutrophilenanteil (RNeu1) Gber 62 % das Risiko erhdohte (HR 1,42; 1,12—
1,83; p = 0,0150). Fur den relativen Eosinophilenanteil (REos1) > 2,1 % ergab sich
eine gunstige Assoziation (HR 0,92; 0,76-1,14; p = 0,048). Der relative
Monozytenanteil (RMon1) zeigte hingegen keinen signifikanten Zusammenhang mit
dem Gesamtiberleben (HR = 1; p = 0,964). Die Kaplan-Meier-Kurven spiegelten diese

Befunde wider: Patienten mit NLR > 2,0 erreichten ein medianes Gesamtiuberleben
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von 10,3 Monaten, wahrend die Gruppe < 2,0, 15,1 Monate erreichte. Bei LMR > 3,2
lag das mediane OS bei 14,7 Monaten gegenuber 11,0 Monaten in der niedrigen LMR-
Gruppe. Ein RLym1 > 24 % war mit 15,4 Monaten medianem OS assoziiert (vs. 10,3
Monate), und REos1 > 2,1 % ging mit 15,9 Monaten medianem OS einher (vs. 10,5
Monate). Fir RMon1 ergaben sich in den Kaplan-Meier-Analysen keine signifikanten

Uberlebensunterschiede

Tabelle 9: hamatologische Marker (NLR, LMR, RNeu, RLym T1, Mon T1, REos T1): eine
dichotomisierte Aufteilung des jeweils optimalen Cutt-off-Werts

Gruppe / o , Median-OS HR (95 % K
Marker Cut-off n (%) Todesfalle (Monate) cl) p-Wert
niedrig (< 187 0,64 (0,50-
NLR 2.00) (51%) 72 15,10 0.83) 0,0005
1,563
hoch (> 183 ’
109 10,30 (1,21 - 0,0005
2,00) (49%) 1'97)
o 1,263
niedrig (< 187 ’
LMR 3.20) (51%) 108 11,00 (1,05 — 0,011
1,51)
0,792
hoch (> 183 ’
. 73 14,70 (0,66 — 0,011
3,20) (49%) 0.95)
niedrig (< 0,703
RNeu 69 09) = 187 74 14,90 (0,55 — 0,015
° 0,90)
1,423
hocr;/()> 621 183 107 10,30 112- | 0015
0 1,83)
niedrig (< 1,534
RLym g (= 187 110 10,30 (1,18 — 0,026
24 %)
1,10)
0,652
hocﬁ/(; T 71 15,40 (050— | 0,026
° 0,90)
niedrig (< 1,002
Mon . 58) = 187 87 12,40 (0,79 — 0,964
’ 1,27)
0,998
h;’cgo()> 183 94 12,50 079— | 0,964
’ 1,27)
niedrig (< 1,090
REos = 192 103 10,50 (0,88 — 0,48
2,10) 1'35)
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0,917
hoch (> 178 78 15,90 (076 - | 0,48

2,10) 1.14)
NLR: Neutrophilen zu Lymphozyten Ratio, LMR: Lymphozyten zu Monozyten Ratio, RNeu
T1: relative Neutrophile erste Entnahme, RLym T1: relative Lymphozyten erste
Entnahmen, Mon T1: Monozyten erste Entnahme, REos T1: relative Eosinophile erste
Entnahme, OS: Overall survival, HR: Hazard Ratio, T1: Zyklustag1

Kaplan—Meier: NLR (niedrig vs. hoch)
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiiberlebens nach NLR

3.8 Frihe Veranderungen der Differentialblutwerte

Die nachfolgenden Linienplots zeigen den mittleren Verlauf samtlicher absoluter und
relativer Differentialblutwerte zwischen dem Therapiebeginn (T1) und dem Ende des

ersten Zyklus (T2). Fehlerbalken stellen jeweils den Standardfehler des Mittelwertes
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(SEM) dar. Die rote Kurve prasentiert die Ipi+Nivo-Kombination, die blaue Kurve die

PD-1-Monotherapie.

Leukozyten:

Zwischen T 1 und T 2 stieg die mittlere Leukozytenzahl in der Ipi + Nivo-Gruppe von
7,5 G/L auf 9,3 G/L, wahrend sie in der PD-1-Gruppe leicht von 7,7 G/L auf 7,3 G/L
abfiel. Die SEM-Balken waren in beiden Armen schmal, allerdings etwas breiter unter

der Kombinationstherapie.

Leuko (T1 vs. T2)

Therapiegruppe =@ Ipi+Nivo =@ PD-1

Absolute Zahl

T T2
Zeitpunkt

Abbildung 14 Linienplot der mittleren Leukozytenzahl (Y-Achse, G/L) an den
Zeitpunkten T1 und T2 (X-Achse) mit Fehlerbalken = SEM (Standard Error
of the Mean; blaue Linie = PD-1, rote Linie = Ipi+Nivo

Neutrophile:

Die absolute Neutrophilenzahl nahm unter Ipi + Nivo um = 0,9 G/L zu (5,1 — 6,0
G/L), wahrend sie unter PD-1 um = 0,2 G/L zuruckging (5,3 — 5,1 G/L).
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Abbildung 15: Linienplot der mittleren Neutrophilenzahl (Y-Achse GI/L),
Zeit T1 und T2 (X-Achse).

Relative Neutrophile:

Trotz absolutem Anstieg sank der relative Neutrophilenanteil in beiden Gruppen (PD-
1: 67 — 66 %; Ipi + Nivo: 67 — 63 %), bedingt durch gleichzeitige Verschiebungen in
anderen Zelllinien.

RNeu (T1 vs. T2)
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Abbildung 16: Linienplot der mittleren relativen Neutrophilenzahl (Y-
Achse, %) an den Zeitpunkten T1 und T 2 (X-Achse).

Lymphozyten:

Unter Kombinationstherapie stiegen die Lymphozyten von 1,50 G/L auf 1,78 GIL,
wahrend PD-1 eine leichte Abnahme von 1,45 G/L auf 1,40 G/L zeigte.
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Abbildung 17: Linienplot der mittleren Lymphozytenzahl

Relative Lymphozyten

Die relativen Lymphozytenanteile blieben nahezu unverandert (= 20 %) und

unterschieden sich nicht wesentlich zwischen den Therapien.

RLym (T1 vs. T2)
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Abbildung 18: Linienplot der mittleren relativen Lymphozytenzahl (Y-Achse %),
Zeitpunkt T1 und T1 (X-Achse).

Monozyten:

In der Ipi + Nivo-Gruppe stieg die Monozytenzahl von 0,64 G/L auf 0,84 GIL,
wohingegen PD-1 eine minimale Abnahme auf 0,61 G/L zeigte.
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Abbildung 19: Linienplot der mittleren Monozytenzahl

Relative Monozyten:

Der relative Monozytenanteil nahm in beiden Therapiearmen zu; unter PD-1 um etwa

0,3 Prozentpunkte und unter Ipi + Nivo um knapp 0,9 Prozentpunkte.

RMon (T1 vs. T2)
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Abbildung 20: Linienplot der mittleren relativen Monozytenzahl (Y-
Achse %).

Eosinophile:

Die absolute Eosinophilenzahl zeigte unter Kombinationstherapie einen ausgepragten
Anstieg von 0,17 G/L auf 0,40 G/L; unter PD-1 stieg sie moderat auf 0,21 G/L.
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Abbildung 21: Linienplot der mittleren Eosinophilenzahl (Y-Achse G/L)

Relative Eosinophile:

Der relative Eosinophilenanteil verdoppelte sich unter Ipi + Nivo (2,4 — 4,3 %),
wahrend er unter PD-1 von 2,5 % auf 3,1 % anstieg.

REos (T1 vs. T2)
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Abbildung 22: Linienplot der mittleren relativen Eosinophilenzahl (Y-Achse %).

Basophile:

Beide Therapien zeigten nur geringe absolute Basophilenzunahmen (+0,01 G/L).
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Abbildung 23: Linienplot der mittleren Basophilenzahl (Y-Achse G/L)

Relative Basophile:

Die relativen Basophilen Anteile stiegen minimal (< 0,1 %) und blieben klinisch
unauffallig.

RBas (T1 vs. T2)
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Abbildung 24: Linienplot der mittleren relativen Basophilenzahl (Y-Achse %)
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4 Diskussion

4 .1 Qualitat der Daten

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer monozentrischen, retrospektiven
Kohortenstudie am Universitatsklinikum Tubingen. Der Beobachtungszeitraum liegt
zwischen Oktober 2013 bis Mai 2019. Insgesamt wurden 366 Patienten mit nicht
resezierbarem Melanom im Stadium lIB-IV nach der 2009 AJCC Kiassifizierung
eingeschlossen. Davon erhielten 218 Patienten eine PD-1-Monotherapie
(Pembrolizumab oder Nivolumab), 148 Patienten eine Kombinationstherapie aus
Ipilimumab und Nivolumab. Als primarer Endpunkt wurde das Gesamtuberleben (OS)
definiert, gemessen vom Therapiebeginn bis zum Tod oder bis zur letzten Nachsorge.
Fir die statistische Analyse wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt und eine 90-Tage-
Landmark-Analyse durchgefihrt, um einen Immortal-Time-Bias zu reduzieren.
Zusatzlich kamen multivariable Cox-Proportional-Hazard-Modelle zum Einsatz, die fur
relevante Kovariablen wie Baseline-GGT, LDH, Vorliegen von Leber- oder
Hirnmetastasen, die Anzahl der Metastasenlokalisationen sowie Zahl
vorangegangener Therapien. Durch eine standardisierte Nachbeobachtung fir jeden
Patienten, liegen elektronische Krankenakten in einem Beobachtungszeitraum von
mehr als 12 Monaten vor, was die Starke des Datensatzes untermauert. Die Blutwerte
sind im Laufe der Therapie lickenhaft, Grinde dafur sind teilweise externe Fortflhrung
von Therapien oder keine ausreichenden Blutabnahmemengen bei der Anlage des

vendsen Zugangs fur die Infusionen.

4.2 GGT als prognostischer Biomarker beim metastasierten Melanom

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung weisen darauf hin, das Gamma-
Glutamyltransferase im Blutserum einen leicht zuganglichen, pradiktiven Marker fir
den Krankheitsverlauf bei metastasierten Melanom unter Immun-Checkpoint-
Inhibitoren darstellt. Ein erhdhter GGT-Ausgangswert vor Therapiebeginn korrelierte
signifikant mit einer ungunstigen Prognose. In der PD-1-Inhibitor-Monotherapie-
Kohorte war das Sterberisiko der Patienten mit initial erhdhter GGT um ~57% hdher
als bei normaler GGT (HR=1,57;p<0,05) und unter Ipilimumab + Nivolumab-

Kombinationstherapie erhdhte sich das Risiko fast um das Doppelte
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(HR=1,93;p<0,01). Diese multivariat bestatigten Daten zeigen, dass erhéhte Baseline-
GGT-Werte ein unabhangiger prognostischer Faktor fur das Gesamtuberleben sind.
IrGGT-Ereignisse traten bei 17% der Patienten in der PD-1-Gruppe (37von 218) und
bei 38,5% der Ipi+Nivo-Gruppe (57 von 148) ein. Dieser Unterschied konnte die
ausgepragte immunologische Aktivitat der Kombinationstherapie widerspiegeln, die
insgesamt mit einer starkeren T-Zell-Aktivitat und einer hoheren Rate
immunvermittelter Nebenwirkungen assoziiert ist. AuRerdem wiesen Patienten mit
erhohten GGT zu Therapiebeginn deutlich haufiger hepatische Metastasen auf als mit
normaler GGT. Dies untermauert die Annahme, dass ein hoher GGT-Spiegel im
Melanom zumindest teilweise als indirekter Marker einer Tumorlast in der Leber dienen
kann. Die dargelegten Befunde stehen im Einklang mit Berichten, wonach GGT im
onkologischen Kontext als Hinweis auf Lebermetastasen diskutiert wird,
beispielsweise beim Mammakarzinom oder Kolonkarzinom. Ferner liefern praklinische
Modelle Unterstutzung fur die tumorbiologische Bedeutung der GGT beim Melanom,
so sezernieren B16-Melanomzellen l6sliche GGT-Isoformen, deren Spiegel mit
fortschreitendem Tumorwachstum ansteigen. Eine Uberexpression von GGT
ermoglicht den Tumorzellen eine effiziente Nutzung des extrazellularen Glutathions
und férdert dadurch ihr Wachstum und ihre Metastasierung (Obrador et al. 2023).
Insgesamt deutet dies darauf hin, dass die GGT im Kontext des metastasierten
Melanoms ein wichtiger prognostischer Biomarker ist, der sowohl die Tumorlast als
auch das Uberleben der Patienten widerspiegelt. Fiir die klinische Praxis kdnnte eine
Bestimmung der GGT vor Therapiebeginn helfen, Hochrisikopatienten zu
identifizieren. Zudem liefert der GGT-Wert im Verlauf der Therapie (siehe 4.3) wichtige
Informationen Uber die Immunreaktivitat der Behandlung. Die prognostische Relevanz
erhohter GGT-Werte ist nicht auf das Melanom beschrankt. So zeigte eine Studie mit
300 Patienten mit metastasiertem nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC), dass
ein hoher GGT-Serumspiegel zum Diagnosezeitpunkt signifikant mit kurzerem
Uberleben und progressions-freiem Uberleben assoziiert war (Bozkaya und Yazici
2019). Patienten mit Uber der Norm liegender GGT hatten in dieser Kohorte eine mehr
als doppelt so hohe Mortalitdtsgefahr (HR=2,27;p<0,001) und verklrzte mediane
Gesamtiiberlebenszeiten im Vergleich zu Patienten mit normaler GGT. Ahnliche
Beobachtungen liegen flr das Pankreaskarzinom vor. In einer Analyse von 320
Patienten mit metastasiertem Pankreasadenokarzinom war ein GGT-Wert >48U/L bei

Diagnoseerstellung ein unabhangiger Pradiktor fur schlechteres Gesamtuberleben
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(HR=1,53;95% KI: 1,19-1,97). Es zeigte sich dabei sogar eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung zwischen GGT-HOhe und Sterberisiko (Xiao et al. 2019). Eine Meta-
Analyse verschiedener Tumorentitdten kommt zu dem Schluss, dass erhohte GGT-
Werte generell mit einem erhdhten Krebsrisiko und einer verschlechterten Prognose
assoziiert sind (Bosco et al. 2015). Insgesamt untermauert die Datenlage, dass GGT
in zahlreichen Tumorkontexten als negativer prognostischer Biomarker gelten kann.
Dieser Umstand ist klinisch relevant, da GGT als Routine Laborwert verfigbar ist und

somit in der onkologischen Praxis zur Risikostratifizierung beitragen konnte.

4.3 Entwicklung der Serum-GGT unter ICI-Therapie

Die getrennte Analyse der GGT-Verlaufe nach immunvermitteltem Anstieg (irGGT)
und  Progressionsstatus  zeigt deutlich  unterschiedliche  Muster unter
Immuncheckpoint-Inhibition und erlaubt Rickschlisse auf mégliche Zusammenhange
mit Therapieeffekten oder Nebenwirkungen. Ein kontinuierlicher und ausgepragter
GGT-Anstieg, insbesondere in der Ipi+Nivo-Gruppe mit irGGT, weist auf eine
immunvermittelte Leberbeteiligung hin, wie sie in Form cholestatischer Hepatopathien
oder Cholangitiden bekannt ist. In der retrospektiven Analyse von Spath et al. (2020)
waren GGT-Erhéhungen >3x ULN bei 17 % der PD-1- und 38,5 % der Ipi+Nivo-
behandelten Patienten beobachtet worden und zeigten eine signifikant bessere
Prognose (HR 0,37 bzw. 0,33) (Spath et al. 2020). Auch in den Kohorten dieser
Analyse war die GGT-Kurve bei irGGT-positiven Patienten steil ansteigend und
Ubertraf jene der Vergleichsgruppe deutlich, insbesondere unter Ipi+Nivo.
Demgegenuber blieb die GGT-Dynamik bei Patienten mit klinischer Progression
insgesamt flacher. Zwar zeigte sich in der Ipi+Nivo-Gruppe ein friher Peak in der
Progressionsgruppe, dieser wurde jedoch nicht kontinuierlich fortgesetzt, sondern fiel
in den spateren Zeitpunkten wieder ab. Dieses Muster spricht gegen eine primare
Korrelation zwischen GGT-Anstieg und Tumorprogress. Vielmehr scheinen
immunvermittelte Prozesse dominanter in der Steuerung der GGT-Verlaufe zu sein.
Diese Hypothese wird zusatzlich dadurch gestutzt, dass nur ein Teil der Patienten mit
Progress uUberhaupt Lebermetastasen aufwies. Eine Lebermetastasierung kann zu

GGT-Erhéhungen fiuhren, meist in Kombination mit erhdhten Transaminasen

41



(ALT/AST), und ansteigende Werte resultieren typischerweise aus direkter
Tumorinfiltration oder Leberstauung. Da in der vorliegenden Analyse jedoch keine
systematische GGT-Erhéhung bei allen progressiven Patienten beobachtet wurde,
durfte die Lebermetastasierung allein nicht ausreichen, um das beobachtete Muster
zu erklaren. Vielmehr spricht der selektive Anstieg bei irGGT-positiven Fallen fir eine
immunassoziierte Genese der GGT-Erhdhung. Frihere Studien weisen ebenfalls
darauf hin, dass GGT im Kontext immunvermittelter Leberschaden oftmals isoliert —
ohne begleitenden AST- oder ALT-Ansti — zunimmt und somit ein sensitiver Marker fur
cholestatische irAEs sein kann (Gauci et al. 2018; Okamoto et al. 2024). Weitere
internationale Daten, liefern Evidenz fur eine immunvermittelte Genese solcher GGT-
Erhéhungen: In japanischen Studien wurden unter ICI-Therapie vermehrt Falle von
Lebertoxizitat mit einem cholestatischen Muster beschrieben, typischerweise
charakterisiert durch isoliete GGT- und ALP-Erhdhungen bei normaler
Transaminasenaktivitat (Imoto et al., 2019) (Mizuno et al. 2020). Onoyama et al. (2020)
zeigten in einer systematischen Analyse, dass sich unter PD-1-Inhibitoren sclerosing-
cholangitis-ahnliche Veranderungen manifestieren kdnnen, die sowohl radiologisch als
auch laborchemisch detektierbar sind (Onoyama et al. 2020). Diese Befunde wurden
durch bildgebende und histopathologische Beobachtungen von Kawakami et al.
(2017) gestutzt, die eine periduktale Infiltration und Gallengangsveranderungen bei
NSCLC-Patient:innen mit nivolumabassoziierter Cholangitis nachwiesen (Kawakami
et al. 2017). Die breiten Fehlerbalken (Abb.12) in den irGGT-Gruppen unterstreichen
die interindividuelle Streuung und die zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftretenden
Immunreaktionen. Sie spiegeln die klinisch sehr heterogene Auspragung
immunvermittelter Leberschaden wider, die von asymptomatischen
Laborwertveranderungen bis zu manifesten Hepatitiden reichen. Unsere
Beobachtungen unterstreichen den potenziellen klinischen Nutzen der GGT als
Monitoring-Parameter. Zukunftige Studien sollten untersuchen, ob die Kombination
aus GGT-Anstieg und weiteren Biomarkern wie Eosinophilie eine pradiktive Signatur

fur Therapieansprechen und Nebenwirkungsrisiko darstellen kann.
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4.4 Immunvermittelte Cholangitis und cholestatische Hepatotoxizitat unter
ICI

Immunvermittelte Nebenwirkungen der Leber unter Checkpoint-Inhibitoren
manifestieren sich in unterschiedlichen Schadigungsmustern. Wahrend CTLA-4-
Inhibitoren klassischerweise haufiger hepatozellulare Leberschaden verursachen,
scheinen  PD-1-Inhibitoren  vermehrt cholestatische oder gemischtférmige
Leberschadigungen zu induzieren (Martin et al. 2020). Dies deutet auf unterschiedliche
pathogene Mechanismen hin. Eine japanische Studie zu ICPIl-assoziierten
Leberschaden dokumentiert erhohte ALP- und GGT- Werte, wahrend die
Transaminasen nur geringflgig anstiegen. Histologisch fanden sich Veranderungen,
die einer primar sklerosierenden Cholangitis (PSC) ahnelten, im Sinne einer
immunvermittelten Cholangitis(Imoto et al. 2019). Die dargelegten Daten unterstitzen
dieses Bild. Bei einem erheblichen Anteil der Melanompatienten traten unter ICI-
Therapie isolierte GGT-Erhdhungen auf, ohne parallel ausgepragte ALT-/AST-
Anstiege oder klinische Hepatitis-Symptome. In >80% der Falle mit immunvermittelter
GGT-Erhdéhung blieben die Transaminasen im Referenzbereich. Haufig fand sich
gleichzeitig ein Anstieg der alkalischen Phosphatase (ALP), einem weiteren
cholestase-spezifischen Marker. Diese parallelen Veranderungen (isolierte GGT %
ALP-Erhohung) lassen auf eine subklinische immunvermittelte Schadigung der
Gallenwege schlielRen, also eine Form von cholestatischer Hepatotoxizitat, die
weitgehend asymptomatisch und ohne starke Transaminasenerhéhung verlauft (De
Martin E. et al. 2020). Interessanterweise Uberstiegen in der vorliegenden PD-1-
Gruppe die Inzidenz solcher GGT-Erhdhungen (Grad1-2) mit 17% deutlich diejenigen
von klassischen Transaminasenerhdhungen (6,4%). Unter Ipi+Nivo waren GGT-
Anstiege sogar bei 38,5% der Patienten nachweisbar gegeniber 16,4% mit
Transaminaseerhohungen. Diese Diskrepanz ist bemerkenswert und legt nahe, dass
cholestatische irAEs in der Vergangenheit unterschatzt wurden. In klinischen
Zulassungsstudien wurde GGT haufig nicht routinemaRig bestimmt, sodass
entsprechende Ereignisse kaum erfasst wurden (Hodi et al. 2010; Hussaini et al.
2021). In Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten wird angenommen, das
cholestatische irAEs unter ICI-Therapie bislang haufig unzureichend erkannt wurde
(Das und Johnson 2019; Ghisoni et al. 2021). Beispielsweise meldete die CheckMat-
069-Studie (Ipilimumab + Nivolumab) GGT-Erhéhungen nur bei 1,1% der Patienten
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und in einer gepoolten Analyse zu Nivolumab lag die Rate sogar unter 0,5% (Hussaini
etal. 2021). Eine Metaanalyse ergab fur Nivolumab eine GGT-Erhdohungsrate von ~1%
und fur die Kombinationstherapie von ~5%, Werte, die unsere Real-World-Daten um
ein Vielfaches Ubersteigen. Daraus folgt eine wichtige klinische Implikation. Um
immunvermittelte Leberschaden zuverlassig zu erkennen, genugt es nicht, allein ALT
und AST zu Uberwachen. Vielmehr sollte im Rahmen des Therapiemonitorings
routinemalig auch die GGT und ALP kontrolliert werden. Nur so lassen sich
cholestatische Verlaufe einer immunvermittelten Cholangitis frihzeitig detektieren,
bevor mdglicherweise klinische Symptome auftreten. Die Erkenntnis, das PD-1-
Inhibitoren tendenziell ein cholestatisches Muster hervorrufen, kann helfen, bei
isolierten GGT-/ALP- Erhdéhungen unter Anti-PD-1-Therapie gezielt nach einer
Immuncholangitis zu fahnden und fruhzeitig therapeutische Gegenmallnahmen (z.B.
Kortikosteroide) einzuleiten. Wichtig ist zudem anzumerken, dass manche Leber-irAEs
auch verzogert auftreten konnen. Ghisoni et al. berichten, dass spate oder
persistierende Nebenwirkungen bis weit nach Therapieende bestehen bleiben kdnnen.
Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer langfristigen Uberwachung cholestase-
assoziierter Laborparameter. In der vorliegenden Kohorte blieben die meisten GGT-
Erhéhungen milde (CTCAE-Grad 1-2: ~73% unter Monotherapie, ~80% unter
Kombinationstherapie) und klinisch gut beherrschbar. Dennoch erfordert jede
anhaltende cholestatische Abweichung unter ICI ein wachsames Monitoring, da auch

asymptomatische Verlaufe prognostisch relevant sein konnen.

4.5 Fruhe hamatologische Marker als prognostische Biomarker

Die Analyse bestatigt, dass die Ausgangswerte (Baseline) des Differentialblutbild, eine
deutliche prognostische Aussagekraft im Kontext der Immuncheckpoint-Inhibitoren
besitzen. Die erhobenen Daten stitzen und erweitern dabei die Ergebnisse mehrerer
publizierter Studien. Der Neutrophilen/Lymphozyten-Ratio (NLR) hat sich in
zahlreichen Arbeiten als negativer prognostischer Marker etabliert. Auch in den
vorliegenden Daten war ein erhdhter NLR signifikant mit einer verklrzten
Uberlebenszeit assoziiert (HR 1,57; p = 0,0005), was mit den Ergebnissen von Ferrucci
et al. Ubereinstimmt (Ferrucci et al. 2015). Diese Beobachtung unterstitzt die

Annahme, dass ein durch systemische Inflammation dominiertes Immunsystem, in
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Form einer Neutrophilie und gleichzeitiger relativer Lymphopenie, mit einer
ineffektiveren antitumoralen Immunantwort verbunden ist. Lymphopenie gilt zudem als
Zeichen einer verminderten zelluldren Immunabwehr, die fir die Wirkung von
Immuncheckpoint-Inhibitoren  essenziell ist. Analog zeigte eine hohe
Lymphozyten/Monozyten-Ratio (LMR) in dieser Analyse eine prognostisch gunstige
Assoziation (HR 0,79; p = 0,011), Die prognostische Relevanz der LMR wurde bereits
in mehreren Metaanalysen bestatigt. So zeigte eine Analyse von Nishijima et al.
(2015), die 26 Studien mit Uber 12.000 Patienten einschloss, dass ein hoher LMR
signifikant mit einem verbesserten Gesamtuberleben (HR 0,59; 95%KI: 0,52-0,67)
sowie krankheitsfreiem Uberleben assoziiert ist (Nishijima et al. 2015). Eine weitere
Metaanalyse von Zhang et al. (20219), die sich auf Patienten mit epithelialen Tumoren
konzentrierte, belegt ebenfalls eine signifikante Assoziation zwischen einem hohen
LMR und einem gunstigeren klinischen Verlauf (HR fur OS 0,58; 95%-KI: 0,52-0,67).
(Zhang et al. 2019). Der Zusammenhang koénnte durch die immunsuppressiven
Eigenschaften von Monozyten, insbesondere mMDSCs, erklart werden, die eine T-
Zell-Aktivierung inhibieren und so die Wirksamkeit der Immuntherapie reduzieren. Ein
besonders bemerkenswerter Befund dieser Arbeit, ist die prognostisch gunstige Rolle
der eosinophilen Granulozyten. Patienten mit einem relativen Eosinophilenanteil Gber
2,1% hatten ein signifikant verlangertes Gesamtiberleben (Median 15,9 vs. 10,5
Monate; HR 0,92; p = 0,048). Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl
ein erhohter Baseline-Eosinophilenwert als auch ein friher Anstieg der eosinophilen
Granulozyten nach Therapiebeginn mit besseren Therapieerfolgen und Teils auch mit
dem Auftreten von irAEs assoziiert ist (Giommoni et al. 2021). In einer italienischen
Studie mit verschiedenen Tumorentitdten wiesen Patienten mit einem hohen
absoluten Eosinophilenanteil (AEC >~135/uL) vor Therapiebeginn signifikant haufiger
ICI-Toxizitaten auf und erreichten bessere Ansprechraten als Patienten mit niedrigen
Eosinophilen (Giommoni et al. 2021). Zudem passend, sind die Beobachtungen von
Chu et al., deren Studie zeigte, dass eine hohe basale absolute Eosinophilenzahl mit
einem erhohten Risiko fur ICl-assoziierte Pneumonitis und gleichzeitig mit besseren
klinischen Ergebnissen bei NSCLC-Patienten assoziiert ist (Chu et al. 2020).
Eosinophile scheinen dabei eine doppelte Funktion einzunehmen, zum einen als
Effektorzellen der Tumorabwehr und auch als Verstarker immunvermittelter
Nebenwirkungen. Aullerdem zeigte dies eine Untersuchung von Gebhardt et al.

(2015), in der Patienten mit metastasiertem Melanom unter Ipilimumab eine signifikant
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verlangerte Uberlebenszeit aufwiesen, wenn sie erhdhte Eosinophilenzahlen zeigten
(Gebhardt et al. 2015). Bereits wahrend der ICI-Therapie kdnnen charakteristische
Veranderungen in den Leukozytensubpopulationen auftreten, die prognostische
Bedeutung haben. So wurde beobachtet, dass Patienten, die unter Therapie irAEs
entwickeln, haufig schon vor oder kurz nach Therapiebeginn auffallige
Blutbildkonstellationen zeigen. Eine erhdhte Gesamtleukozytenzahl sowie
Neutrophilie und relative Lymphopenie wurden als mogliche Pradiktoren fir das
Auftreten von irAEs diskutiert (Obrador et al. 2011). Die Daten dieser Dissertation
bestatigen teilweise diese Zusammenhange. Patienten mit spaterem Auftreten von
Kolitis oder Hepatitis unter IC| hatten bereits zum Start der Therapie signifikant hdhere
Leukozyten- und neutrophile Granulozytenzahlen sowie niedrige relative
Lymphozytenanteile im Blutbild verglichen mit Patienten ohne derartige irAEs (Wolffer
et al. 2022). Insbesondere ging eine Neutrophilie zur Baseline mit einem erhdéhten
Risiko fur ICl-induzierte Kolitis oder Pankreatitis einher, wahrend eine erniedriger
Lymphozyten-Prozentsatz pradiktiv fur Pankreatitis Entwicklung war (Wolffer et al.
2022). Fir den relativen Monozytenanteil (RMon1) hingegen konnte kein signifikanter
Zusammenhang mit dem Uberleben beobachtet werden (HR 1,00; p = 0,964). Diese
Diskrepanz zur Literatur kénnte methodisch durch den friihen Zeitpunkt der
Blutabnahme erklarbar sein, bei dem sich Monozyten-subtypische Differenzierungen
(z. B. hin zu mMMDSCs) noch nicht manifestiert haben. Literaturdaten legen nahe, dass
erhdhte Monozytenzahlen vor Therapiebeginn mit einer hdheren irAE-Rate,
insbesondere Kolitis, assoziiert sein kdnnen (Matsuoka et al. 2020). Diese Befunde
deuten darauf hin, dass ein bereits immunologisch vorausaktiviertes oder
entzundliches Milieu, die Wahrscheinlichkeit von Autoimmunphanomenen unter ICls
erhoht. Obwohl die absolute und relative Basophilenwerte in beiden Linienplots nurim
Hundertstel-G/L- bzw. Unter-1-Prozent-Bereich liegen, ist selbst ein scheinbar
geringer Anstieg klinisch nicht zu unterschatzen. Ein Zuwachs von 0,01 G/L bedeutet
bereits eine relative Steigerung von rund 20 % gegenuber dem Ausgangswert von
0,045 G/L und +0,1 Prozentpunkte im relativen Anteil konnen nahezu eine
Verdopplung entsprechen. Untersuchungen zeigen, dass Basophile funktionell an
Immunreaktionen im Tumorkontext beteiligt sein konnen und sowohl antitumoral als
auch proinflammatorische Eigenschaften besitzen (Bax et al. 2020). In einer
immunologisch orientierten Tumorkohorte war ein erhohter Anteil aktivierbarer

Basophiler mit einem signifikant verlangerten Gesamttiberleben assoziiert. Vor diesem
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Hintergrund sollten die in dieser Analyse beobachteten leichten Basophilenzuwachse,
insbesondere unter Ipi+Nivo, trotz ihres niedrigen Ausgangsniveaus nicht als
biologisch unbedeutend abgetan, sondern in kiinftigen immunonkologischen Studien

systemisch berucksichtigt werden.

4.6 Genetische Pradispositionen fur immunvermittelte Nebenwirkungen

Die Anfélligkeit eines Patienten fur immunvermittelte Nebenwirkungen unter
Checkpoint-Therapie wird nicht nur durch klinische Faktoren, sondern mdglicherweise
auch durch genetische Varianten bestimmt. Jingste Studien haben begonnen,
Immungenetik und Pharmakogenetik im Kontext von irAEs zu untersuchen. So
identifizierte eine aktuelle Analyse des Drug-Induced Liver Injury Network (DILIN)
mehrere Genvarianten, die bei Patienten mit schwerer ICIl-induzierter Hepatitis
signifikant haufiger waren als in Kontrollgruppen. Insbesondere wurden
Polymorphismen in den Genen EDIL3 und SAMDS5A (betreffend die T-Zell-Regulation)
sowie in GABRP, SMAD3 und SLCO1B1 nachgewiesen, die mit einem ~2,1-
2,4:p<0,01) (Fontana et al. 2024). Bemerkenswert ist hierbei SLCO1B1, welches fur
den hepatischen Aufnahmetransporter OATP1B1 kodiert. Varianten dieses Gens
beeinflussen die Medikamentenaufnahme in die Leber und sind bereits von
klassischen arzneimittelinduzierten Leberschaden (wie Statin-Myopathie) bekannt. Die
Assoziation von SLCO1B1-Polymorphismen mit immunvermittelter Hepatotoxizitat
konnte darauf hindeuten, dass Unterschiede in der pharmakokinetischen Verarbeitung
von Metaboliten unter ICI das Risiko flur Leberschaden modulieren (Fontana et al.
2024). Neben Einzelnukleotid-Polymorphismen  (SNPs)  wurden  auch
Kopienzahlvariationen (CNVs) in bestimmten Genen als relevant vorgeschlagen. In
einer genomweiten Assoziationsstudie an Melanompatienten traten Duplikationen im
CD274-Gen (codiert fur PD-L1) sowie CNVs im SLCO1B1-Gen signifikant gehauft bei
Patienten mit ICl-induzierter Hepatitis auf. PD-L1-Genvarianten sind besonders
interessant, da PD-L1 eine zentrale Rolle sowohl als Tumor-Immunescape-Faktor als
auch potenziell in der Selbsttoleranz spielt. Tatsachlich sind bestimmte CD274-

Polymorphismen bereits mit Autoimmunerkrankungen wie Typ-1-Diabetes,
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ankylosierender Spondylitis oder Morbus Basedow in Verbindung gebracht worden
(Fontana et al. 2024). Auch Varianten in immunregulatorischen Genen wie CTLA4,
PDCD1(PD-1) oder HLA-Allelen wurden als mogliche Risikofaktoren untersucht.
Bisher konnten jedoch typische Autoimmun-HLA-Allele (etwas HLA-DRB*03, bekannt
aus der Autoimmunhepatitis) in ICI-Hepatitis-Patienten nicht als Uberreprasentiert
nachgewiesen werden. Interessanter erscheinen unspezifischere Merkmale wie die
Homozytogtie im HLA-Locus. Eine Analyse von Melanompatienten zeigte, dass
Patienten mit homozygoten HLA-A-Allelen ein signifikant hoheres Risiko fur irAEs
aufwiesen. Dies kdnnte mit einer eingeschrankten Diversitat der Antigenprasentation
zusammenhangen, wie sie auch aus anderen Autoimmunzusammenhangen bekannt
ist (Haslam et al. 2019). Insgesamt steht die Forschung zu genetischen
Pradispositionen noch am Anfang. Dennoch lassen die bisherigen Befunde vermuten,
dass sowohl Immunregulations-Gene als auch pharmakogenetische Faktoren einen
Einfluss auf Auftreten und Organspezifitat von irAEs haben. Perspektivisch konnten
genetische Risikoprofile genutzt werden, um Hochrisiko-Patienten fur bestimmte
schwere irAEs bereits vor Therapiebeginn zu identifizieren und das Monitoring oder

Prophylaxen entsprechend anzupassen.

4.7 Mechanistische Aspekte der GGT, Glutathion-Stoffwechsel und

oxidativem Stress

Die GGT spielt eine Schlusselrolle im Glutathion-(GSH)-Metabolismus und hat
dadurch weitreichende Auswirkungen auf Zellstoffwechsel und Redox-Homdoostase.
GGT ist ein membranstandiges Enzym, das extrazellulares GSH in seine Bausteine
spaltet, indem es die Gamma-Glutamyl-Bindung hydrolysiert. Hierdurch entsteht u.a.
Cysteinyl-Glycin und Gamma-Glutamyl-Aminosauren, welche nach weiterer
Verarbeitung wieder in die Zelle aufgenommen werden und als Vorlaufer fir die
Neusynthese von Glutathion dienen (Obrador et al. 2011). Dieses Wiederaufnehmen
von GSH-Bestandteilen ist insbesondere fur Tumorzellen vorteilhaft, da es ihnen
ermoglicht, auch unter limitierter Cystein-Verfugbarkeit ein hohes Niveau an
intrazellularem GSH aufrechtzuerhalten (Lu 2009). GSH fungiert als wichtigstes
zellulares Antioxidants und schutzt vor oxidativen Schaden durch Neutralisation freier
Radikale und Peroxide (Hayes et al. 2020). Eine Erhdhung der GGT-Aktivitat kann
insofern als adaptive Antwort auf einen gesteigerten oxidativen Stress betrachtet
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werden. In pathologischen Situationen mit oxidativem Stress (z.B. chronische
Entzindungen, Tumor) findet man haufig erhdhte GGT Spiegel als Gegenregulation
(Pompella et al. 2007). Allerdings kippt jenseits eines bestimmten Punktes diese
protektive Funktion in das Gegenteil. Eine Ubermalige GGT-Expression kann das
Gleichgewicht zwischen pro-und antioxidativen Prozessen stdéren und zu anhaltendem
oxidativem Stress in Zellen beitragen (Corti et al. 2010). In Tumorzellen fordert
chronischer  oxidativer Stress die genomische Instabilitdt und treibt
Malignitatsmerkmale wie Proliferation, Invasion und Metastasierung voran. Daruber
hinaus beglnstigt ein hoher GGT-Spiegel die Therapieresistenz gegenlber
Chemotherapeutika, da das vermehrt gebildete Glutathion zur Entgiftung und zum
Efflux von zytotoxischen Substanzen genutzt werden kann (Hanigan 2014). Im Kontext
des Melanoms wurde nachgewiesen, dass GGT-Uberexpression und eine durch
Tumorzellen getriggerte interorganische GSH-Verschiebung, insbesondere aus der
Leber, direkt das Tumorwachstum fordern. Die Leber fungiert dabei als GSH-Reservoir
und versorgt, stimuliert durch Tumor-sezerniertes IL-6, den Tumor mit Cystein/GSH,
was die metastatische Kapazitat von Melanomzellen steigern kann (Lu 2013). Diese
mechanistischen Einsichten erklaren, warum GGT gleichzeitig ein Marker und
Mitverursacher tumoraggressiver Eigenschaften sein kann. So wurde GGT in
verschiedenen Tumorarten, darunter Nierenzell-, Ovarial-, Endometrium- und
Osophaguskarzinome, als unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert (Takemura
et al. 2021). Zukunftige Forschungen fokussieren darauf, GGT-assoziierte Signalwege
und mogliche therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren, um tumorprotektive
Effekte der GGT zu durchbrechen.

4.8 Klinische Implikation und Monitoring-Empfehlung

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu frihen Laborveranderungen,
immunvermittelten Nebenwirkungen und deren prognostische Relevanz unter ICls
lassen sich in mehrere klinische Empfehlungen Gbersetzen. Zum einen sollte die GGT
als routinemafiger Bestandteil des labormedizinischen Monitorings bei Patienten
unter ICI-Therapie etabliert werden. In den beiden Kohorten zeigte sich insbesondere
unter der Ipi+Nivo Therapie eine auffallend hohe Inzidenz isolierter GGT-Erhéhungen
(38,5%), die in der Mehrzahl der Falle mild (CTCAE Grad 1-2) und klinisch
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asymptomatisch verliefen. Gleichzeitige Transaminaseerhéhungen lagen meist nicht
vor, was auf ein cholestatisches Schadigungsmuster hindeutet. Derartige
Konstellationen werden in klinischen Studien haufig Ubersehen, da GGT dort nicht
standardmafig erhoben wird. In der Praxis empfiehlt es sich daher eine regelmafige
Kontrolle von GGT und ALP, idealerweise alle 2-3 Wochen wahrend der ersten 12
Behandlungswochen, dem Zeitraum mit der hochsten Inzidenz lebertoxischer irAEs
(De Martin E. et al. 2020). AulRerdem sollte der Baseline-GGT-Wert bei der initialen
Risikostratifizierung berlcksichtigt werden. Diese Analyse zeigt, dass ein erhohter
pratherapeutischer GGT-Wert mit einem signifikant schlechteren Gesamtiberleben
assoziiert ist, unabhangig vom ICI-Regime. Dies kdnnte auf eine erhdhte Tumorlast,
aber auch auf systemischen oxidativen Stress oder eine immunologische
Vorausaktivierung hinweisen. Klinisch konnten Patienten mit deutlich erhohter GGT
(>2-3x ULN) von einer intensiveren Kombinationstherapie, engmaschiger Bildgebung
und ggf. friherer Umstellung auf alternative Therapielinien profitieren (De Martin E. et
al. 2020). Zudem legen diese Ergebnisse nahe, dass Veranderungen im
Differentialblutbild, insbesondere Eosinophile, Neutrophile und Lymphozyten,
frhzeitige Hinweise auf das Therapieansprechen und das Risiko fur irAEs liefern. So
war ein erhohter relativer Eosinophilenwert (>2,1%) zum Therapiestart mit einem
signifikant verlangertem Gesamtliberleben verbunden. Zudem war eine hohe
Neutrophil/lLymphozyt-Ratio (NLR) bei Therapiebeginn mit einer unginstigen
Prognose assoziiert. Diese Marker konnten zukunftig genutzt werden, um das Risiko
fur bestimmte Toxizitaten (z.B. Kolitis oderHepatitis) besser vorherzusagen und
individualisierte ~ Kontrollintervalle  festzulegen.  Beispielsweise  ware ein
Eosinophilensprung nach ICI-Gabe ein Anlass fur verstarktes Monitoring auf Haut-, GI-
oder endokrine irAEs (Takayasu et al. 2022). Ebenso wichtig ist, dass bei Patienten
mit Cholestasezeichen, auch ohne Transaminasenerhdhungen, frihzeitig an eine
immun-mediated cholangitis gedacht wird. In dieser Arbeit war der isolierte GGT-
Anstieg unter PD-1- Therapie doppelt so haufig wie klassische
Transaminaseerhohungen. Aktuelle Empfehlungen sehen vor, cholestatische Verlaufe
ab CTCAE-Grad 3 (z.B. GGT oder ALP >5x ULN) wie eine Hepatitis zu behandeln,
auch wenn keine Symptome vorliegen (De Martin et al. 2020). Die Einbindung von
Hepatologen bei unklaren Verlaufen und die frihzeitige bildgebende Abklarung
konnen helfen bleibende Leberschaden zu verhindern. Letztlich sprechen diese Daten

fir einen multiparametrischen Uberwachungsansatz. Die Kombination aus
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Differentialblutbild, Leberenzymen, inklusive GGT- Wert und klinischer Einschatzung
erlaubt eine frihzeitige Identifikation gefahrdeter Patienten. Dabei kann das Fehlen
immunologischer Veranderungen ebenso relevant sein wie das Auftreten. Auch zur
Evaluation des Therapieansprechens ist dieser Ansatz hilfreich, da immunologische

Aktivitat und Tumorkontrolle oft parallel verlaufen.
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5. Zusammenfassung

Die Einfuhrung von Immun-Checkpoint-Inhibitoren hat die Therapie des
metastasierten Melanoms revolutioniert. Trotz erheblicher Fortschritte bleibt die
Identifikation verlasslicher pradiktiver und prognostischer Biomarker eine
Herausforderung fur die klinische Anwendung. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die
Gamma-Glutamyltransferase (GGT). Ziel war es, GGT-Veranderungen bei Patienten
mit metastasiertem Melanom unter PD-1-Monotherapie sowie kombinierter Ipi+Nivo
Therapie zu analysieren und deren Assoziation mit dem Gesamtuberleben und
Therapieansprechen zu untersuchen. Die retrospektive monozentrische Studie
umfasste 366 Patienten mit nicht-resezierbarem metastasierten Melanom, die in der
Universitats-Hautklinik Tibingen zwischen 2013 und 2019 eine PD-1-Monotherapie (n
= 218) oder die Kombination Ipilimumab + Nivolumab (n = 148) erhielten. Neben der
demografischen Erfassung der Patientendaten, wie Alter, Geschlecht,
molekularpathologische Befunde, Tumorstadium nach AJCC 2009,
Metastasenlokalisation, LDH-Level und Vortherapien, wurden auch die Labordaten
wie Baseline- und Verlaufswerte von GGT, alkalischer Phosphatase, AST, ALT und
Gesamtbilirubin erfasst. Die GGT wurde bei bis zu zehn Immuntherapie-Zyklen im
Drei-Wochen-Intervall bestimmt. Parallel wurde bei jedem Zyklus ein
Differentialblutbild abgenommen. Die immunvermittelten Nebenwirkungen wurden
gemal CTCAE (Version 5.0) graduiert. Eine besondere Aufmerksamkeit galt isolierten
GGT-Anstiegen (irGGT) und Autoimmunhepatitiden. Als klinische Endpunkte dienten
das Gesamtlberleben, Progressionsstatus und die objektive Ansprechrate (CR/PR vs.
SD/PD). Die statistische Analyse wurde mit Kaplan-Meier-Methoden, Landmark-
Analysen und multivariablen Cox-Modellen durchgefliihrt. Bereits vor Therapiebeginn
waren erhohte GGT-Werte (> ULN) bei 32 % der PD-1- und 43 % der Ipi+Nivo
Patienten nachweisbar. In der Monotherapie korrelierten hohe Ausgangswerte
signifikant mit Lebermetastasen und gingen mit einem unglnstigeren
Gesamtuberleben einher (HR= 1,76). Fur die Ipi+Nivo Gruppe zeigte sich derselbe
Trend, jedoch ohne signifikante Beziehung zu hepatischer Metastasierung. Damit
deutet eine erhdhte Ausgangs-GGT auf eine fortgeschrittene Krankheitsbiologie hin.
Wahrend der Behandlung entwickelten 17 % (PD-1) bzw. 38 % (Ipi + Nivo) eine
immunvermittelte GGT-Erhdhung (irGGT). Diese Ereignisse gingen in beiden

Kohorten mit einer niedrigeren Sterberate einher (PD-1: HR= 0,37; Ipi+Nivo: HR =
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0,33), ein Befund, der auch in der 3 Monats Landmark-Analyse und der zeitabhangigen
Cox-Regression in beiden Gruppen bestehen blieb. Die meisten irGGT-Episoden
verliefen mild: 73 %, Grad 1-2 unter Monotherapie und 80 %, Grad 1-2 unter
Kombination. Grad = 3 wurde selten beobachtet und fuhrte nur ausnahmsweise zu
Therapieunterbrechungen. In der PD-1-Gruppe waren immunvermittelte GGT-
Erhdhungen mit einer hoheren objektiven Ansprechrate assoziiert (OR 3,6).
Gleichzeitig traten immunvermittelte GGT-Erhéhungen signifikant haufiger zusammen
mit Autoimmunhepatitis (OR = 5-8) und parallel steigender alkalischer Phosphatase
auf, wahrend Transaminasen oft unverandert blieben. Diese Konstellation deutet auf
subklinische immunvermittelte Cholangitiden hin, die primar cholestatisch verlaufen.
Linienplots Uber zehn Therapiezeitpunkte zeigten, dass ein rascher GGT-Anstieg in
der irGGT-Untergruppe starker ausgepragt war als Unterschiede zwischen
progredienten und nicht-progredienten Verlaufen. Damit spricht das Muster eher fur
eine immunologische als fur eine tumorbedingte Genese der GGT-Dynamik. Die
Auswertung des Differentialblutbild zum Zeitpunkt des Therapiestarts bestatigten
bekannte Zusammenhange: Eine Neutrophilen-zu-Lymphozyten-Ratio (NLR) > 2,0
und eine Lymphozyten-zu-Monozyten-Ratio (LMR) < 3,2 waren mit verkirztem
Uberleben verbunden; ein relativer Lymphozytenanteil > 24 % oder Eosinophilenanteil
> 2,1 % wirkte gunstig auf das Gesamtuberleben. Obwohl statistisch signifikant, blieb
der prognostische Effekt dieser Blutmarker hinter dem der GGT-Parameter zurlick.
Innerhalb der ersten Zyklusgaben stiegen unter Ipi + Nivo sowohl Leukozyten als auch
Lymphozyten merklich an, wahrend die PD-1-Monotherapie nur geringe
Verschiebungen zeigte. Obwohl diese Dynamik die raschere Immunaktivierung der
Kombination unterstreicht, hatten die Veranderungen keinen eigenstandigen Einfluss
auf das Uberleben. Zusammenfassend stellt sich dar, dass die Daten die Baseline-
GGT als potenziellen prognostischen Biomarker ausweisen, denn bereits erhdhte
Ausgangswerte spiegeln vermutlich eine gro3ere Tumor- oder Lebermanifestation
wider und waren in beiden Kohorten mit einem signifikant verkirzten
Gesamtuberleben assoziiert. Umgekehrt deutet eine therapiebedingte, reversible
GGT-Erhéhung auf eine aktive Immunantwort hin. Das damit verbundene
cholestatische Profil: GGT- und ALP-Anstieg, bei weitgehend unauffalligen
Transaminasen, spricht flr eine bisher unterschatzte, zumeist asymptomatische
immunvermittelte Cholangitis bzw. Cholangiohepatitis unter ICI-Therapie. Die

Analysen des Differentialblutbild (NLR, LMR, relative Zellanteile) liefern zusatzlich

53



leicht zugangliche Prognoseinformationen, spielen aber eine nachgeordnete Rolle
gegenuber den Leberparametern. In der klinischen Konsequenz beflrworten die
Ergebnisse ein multiparametrisches Monitoring, bei dem die Baseline-GGT als
prognostischer Biomarker angewendet werden konnte. Auferdem kdnnen
immunvermittelte GGT-Erhéhungen auf eine bislang unterschatzte, klinisch aber
zumeist asymptomatisch, haufig auftretende immunvermittelte Cholangitis oder

Cholangiohepatitis hinweisen.
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