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1 Einleitung

1.1  Lungenkarzinom

1.1.1 Definition und pathologische Klassifikation

Das Lungenkarzinom ist eine maligne Neoplasie, welche vom Epithel des Lungengewebes
ausgeht. Der Ursprung der bosartigen Transformation der Zellen kann dabei von den Bron-
chien, den Bronchiolen, aber auch von den terminalen bronchioalveoliren Abschnitten des

Atmungsorgans stammen (Popper et al. 2012).

Im Jahr 2015 wurden mehr als 50 verschiedene Lungentumoren in der WHO-Klassifikation
aufgelistet. Die am meisten verbreiteten Lungentumortypen sind in Tabelle 1 mit entspre-
chender Privalenz aufgefiihrt. Zudem wird weiter histologisch unterteilt in nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome (engl.: non-small cell lung cancer, NSCLC), zu diesen zdhlen das Adenokarzi-
nom, das Plattenepithelkarzinom und das grof3zellige Karzinom, sowie in das kleinzellige
Lungenkarzinom (engl.: small cell lung cancer, SCLC), welche sich hinsichtlich der Prognose
und Auswahl der Therapie unterscheiden (Travis et al. 2015). Das kleinzellige Lungenkarzi-
nom wird aufgrund seiner morphologischen Charakteristika zu den neuroendokrinen Karzi-
nomen gerechnet. Zu diesen zugehérig sind auch die typischen und atypischen Karzinoide

und die groBzelligen neuroendokrinen Tumoren (Capelozzi 2009).

Tabelle 1: Pravalenz der am haufigsten, nach histologischen Kriterien, auftretenden Lungen-
karzinome (Niederhuber et al. 2014)

Klasse Privalenz (%)
Adenokarzinom 50
Plattenepithelkarzinom 20

Kleinzellige Tumoren 25

GroBzellige Tumoren 10
Adenosquamése Tumoren <5

Karzinoide <5

Tumoren von den Bronchial- | <5

driisen ausgehend
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1.1.2 Epidemiologie

Unter den Krebserkrankungen bleibt das Lungenkarzinom weiterhin die haufigste Todesur-
sache bei Mannern und die zweithdufigste, nach dem Mammakarzinom, bei Frauen. Dies
verdeutlichen die Inzidenzzahlen von 34.490 bei den Minnern und 18.000 bei den Frauen
im Jahre 2012 in Deutschland, davon verstarben 29.700 Minner und 14.800 Frauen (Robert
Koch-Institut 2015).

50.000 |
45.000 |
40.000 |
35.000 ] e
30.000 ]
25.000 ]
20.000 |
15.000 _

10.000 _|

5.000 |

| | | | | | |
1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012

Neuerkrankungen: — Méanner — Frauen
Sterbefille: -=- Ménner --- Frauen

Abbildung 1: Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefille (der Abdruck erfolgt mit
freundlicher Genehmigung des Robert Koch-Instituts; Robert Koch-Institut 2015)

Eine Prognose des Robert Koch-Institutes, Zentrum fiir Krebsregisterdaten, schitzt fir das

Jahr 2016 insgesamt tiber 55.000 Neuerkrankungen.

Obwohl die Inzidenzrate fiir Lungenkrebs in Deutschland bei Mannern immer noch héher

ist als fiir Frauen, zeigt sich seit den 1980er-Jahren auch fiir die weibliche Bevolkerung ein
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kontinuierlicher Anstieg der Erkrankungsrate (Mons et al. 2008). Im internationalen Ver-
gleich haben die Frauen die Minner in manchen Lindern bereits tberholt, beispielhaft sind
hier die USA oder UK zu nennen (Robert Koch-Institut 2015). Dieser Trend lasst sich mit
der gesteigerten Rauchergewohnheit der Frauen begriinden (Egleston et al. 2009; North und
Christiani 2013).

1.1.3  Atiologie

Der aktive Konsum von Tabak ist bei bis zu 85% der Patienten der Hauptgrund fiir eine
maligne Lungentumorerkrankung (Parsons et al. 2010; Andreas et al. 2013). Dabeti ist uner-
heblich, ob der Genuss in Pfeifen-, Zigarren- oder Zigarettenform geschieht, entscheidend
ist die Anzahl der tiglich gerauchten Packungen pro Raucherjahr, welches im klinischen All-
tag auch als pack years bezeichnet wird (Molina et al. 2008). Besonders stark sind das Plat-
tenepithelkarzinom und das kleinzellige Karzinom mit dem Rauchen assoziiert, weniger das
Adenokarzinom. Der Zusammenhang zwischen den haufigsten histologischen Lungenkarzi-
nom-Arten und der Exposition durch das aktive Rauchen wurde in einer reprisentativen
Kohortenstudie von Kenfiled et al. (2008) untersucht. Aus den Ergebnissen lisst sich ein

Kreisdiagramm zur grafischen Verdeutlichung erstellen (siche Abbildung 2).
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Abbildung 2: Die vier hiufigsten histologischen Lungenkarzinome mit prozentualer Vertei-
lung von Rauchern und Nicht-Rauchern (nach Kenfield et al. 2008)

Neben dem aktiven Rauchen erhoht auch das Passivrauchen das Risiko, an einer bosartigen
Neoplasie der Lunge zu erkranken. Statistisch gesehen ist dies eine Erh6hung um den Faktor
1,3 - 2,0 (Li et al. 2016; Becher et al. 2017). Von Bedeutung sind hierbei vor allem die Dauer
und Intensitit der Exposition durch den Tabakrauch. Nach statistischen Schitzungen sind
5,6% aller Todesfille, die durch Lungenkrebs verursacht sind, durch das Passivrauchen zu
begriinden (Oberg et al. 2011).

Das Erkrankungsrisiko wird zusitzlich verstirkt, wenn zum Tabakkonsum eine berufliche
Exposition mit kanzerogenen Stoffen hinzukommt. Im Besonderen sind hier zu nennen:
Chrom, Arsen, Radon, Chrom, Asbest, Haloether, Nickel, Kokereirohgase und polyzyklische
aromatische Kohlenwassetstoffe, welches alle Stoffe sind, die bei vermehrter Inhalation eine

toxische und kanzerogene Wirkung aufweisen kénnen (Herold 2018).

Eine weitere, eher untergeordnete, aber nicht auler Acht zu lassende Rolle spielen Umwelt-
noxen wie Luftverschmutzung und Emissionen. In Europa liegt das attributale Risiko, an
einem Lungenkarzinom aufgrund der stidtischen Verschmutzung zu erkranken, bei etwa
11% (Molina et al. 2008).
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Wie in Abbildung 2 schon angedeutet, gibt es auch Nicht-/Nie-Raucher, welche weder im
Haushalt eines Rauchers lebten noch sich im Beruf oder im Alltag kanzerogenen Stoffen
aussetzten und trotzdem an einem malignen Lungentumor erkranken. Diese Personen-
gruppe weist moglicherweise eine genetische Pridisposition auf. Eine solche kann eine ma-
ligne Entartung begtinstigen. Die Metaanalyse einer genomweiten Assoziationsstudie mit ei-
ner Kohorte von 14.900 Lungenkrebspatienten und einer Kontrollgruppe mit 29.485 Perso-
nen im Jahre 2012 ergab, dass es mehrere Stellen auf Chromosomen gibt, die bei Mutationen
zu einer Erhchung des Krebsrisikos fithren kénnen; dies kénnen zum Beispiel genetische
Varianten von 5p15.33, 6p21-6p22 oder 15g25.1 sein (Timofeeva et al. 2012).

Zudem ist die Lunge Pradilektionsstelle fiir eine maligne Entartung, wenn bereits andere
Erkrankungen wie COPD (engl.: chronic obstructive pulmonary disease), die idiopathische
pulmonale Fibrose oder die Tuberkulose das Organ betreffen (de-Torres et al. 2015 und
Collins et al. 2007). Auch sogenannte Lungennarben sind mit dem Lungenkrebs assoziiert

und kénnen zu ,,Narbenkarzinomen® und ,,Kavernenkarzinomen® fihren (Yu et al. 2008).

1.1.4 Prognose und Staging

Neben dem Leberkarzinom, dem Mesotheliom und dem Pankreaskarzinom ist die 5- bzw.
10-Jahres-Ubetlebensrate beim Lungenkarzinom am geringsten. Nach der Erstdiagnose le-
ben weniger als 20% der Betroffenen linger als 10 Jahre (siche Abbildung 3) (Robert Koch-
Institut 2015). Je nach histologischer Differenzierung wiirde die Ubetlebenszeit ohne Be-
handlung jedoch nur wenige Monate betragen, sodass die stadienadaptierte Wahl der Thera-
pie von grofier Bedeutung ist (Wao et al. 2013). Hierfiir muss der Tumor zunichst einem
sogenannten Staging, der Stadieneinteilung nach TNM-Klassifikation und der Zuordnung
nach den Union for International Cancer Control (UICC)-Kriterien unterzogen werden. Die
TNM-Klassifikation definiert T' fiir lokale Tumorausbreitung, N ist der Lymphknotenbefall
und M die Metastasenausbreitung. Die aktuelle Einteilung, welche in den Tabellen 2 und 3
dargestellt ist, entstand aus der Untersuchung von fast 100.000 Patienten. Die aktuelle 8.
Auflage der TNM-Klassifikation trat am 01.01.2017 in Kraft und wurde in fiinf Publikatio-
nen unter der Kooperation mit International Association for Study of Lung Cancer LASLC), Anze-
rican Joint Commitee on Cancer (JACC) und UICC veroffentlicht (Eberhardt et al. 2015; Rami-
Porta et al. 2015; Goldstraw et al. 2010).
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100 _| Prozent
80 _|
60 _|
40 |
20 _|
[ [ [ [ [
0 2 4 6 8 10
— Ménner = Frauen Jahre

Abbildung 3: Absolute Uberlebensraten bis 10 Jahre nach Erstdiagnose nach Geschlecht,
Deutschland 2011-2012 (der Abdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Robert
Koch-Instituts; Robert Koch-Institut 2015)
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Tabelle 2: TNM-Klassifikation, 8. Auflage nach IASLC (Eberhardt et al. 2015; Rami-Porta

et al. 2015; Goldstraw et al. 2016)

Kategorie

Stadium

Kurzbeschreibung

T

Tis

Carcinoma in situ

T1

grof3ter Durchmesser < 3 cm, umgeben von
Lungengewebe oder viszeraler Pleura, Haupt-
bronchus nicht beteiligt

T1a (mi)

Minimal invasives Adenokarzinom

T1la

groBter Durchmesser < oder = 1 cm

T1b

grof3ter Durchmesser > 1 oder < oder = 2 cm

Tlc

grof3ter Durchmesser > 2 oder < oder = 3 cm

T2

- groBter Durchmesser > 3 aber < oder =5 cm
oder

- Infiltration des Hauptbronchus unabhingig
vom Abstand von der Carina, aber ohne di-
rekte Invasion der Carina

- Infiltration der viszeralen Pleura oder

- tumorbedingte partielle Atelektase oder ob-
struktive Pneumonie die bis in den Hilus rei-
chen, Teile der Lunge oder die gesamte Lunge
umfassen

T2a

groB3ter Durchmesser > 3 < oder = 4 cm

T2b

grof3ter Durchmesser > 4 < oder = 5 cm

T3

- groBter Durchmesser > 5 aber < oder =7 cm

- Infiltration von Thoraxwand (inklusive parie-
tale Pleura und Superior Sulcus), N. phrenicus
oder parietalem Perikard

- zusitzlicher Tumorknoten im selben Lungen-
lappen wie der Primértumor

T4

- groB3ter Duchmesser > 7cm oder mit direkter
Infiltration von Diaphragma, Mediastinum,
Herz, groflen Gefil3en, Trachea, N. laryngeus
recurrens, Osophagus, Wirbelkérper oder Ka-
rina

- zusatzlicher Tumorknoten in einem anderen
ipsilateralen Lungenlappen
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Kategorie Stadium | Kurzbeschreibung
N NO keine Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase in ipsilateralen, peribronchialen
und/oder ipsilateralen hiliren Lymphknoten
und/oder intrapulmonalen Lymphknoten
oder direkte Invasion dieser Lymphknoten
N2 Metastase in ipsilateralen mediastinalen
und/oder subkarinalen Lymphknoten
N3 Metastase in kontralateralen mediastinalen,
kontralateralen hildren, ipsi- oder kontralate-
ral tief zervikalen, supraklavikuldren Lymph-
knoten
M MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
M1la separater  Tumorknoten in  einem
kontralateralen Lungenlappen
- Pleura mit knotigem Befall
- maligner Pleuraerguss
- maligner Perikarderguss
M1b isolierte Fernmetastase in einem extrathora-
kalen Organ
Mlc mehrere Fernmetastasen (>1) in einem oder

mehreren Organen
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Tabelle 3: Klassifikation der Tumorstadien nach UICC 8 (Goldstraw et al. 2016)

Stadium Primirtumor Lymphknoten Fernmetastasen
0 Tis NO MO
IA1 Tla (mi) NO MO
Tla NO MO
IA2 T1b NO MO
IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
ITA T2b NO MO
1IB Tla-—c N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
IITA Tla-c N2 MO
T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
I11B Tla-b N3 MO
T2a-b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
IIIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
IVA jedes T jedes N Mla
jedes T jedes N M1b
IVB jedes T jedes N Mlc
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Aufgrund der zu geringen Kohortenzahl und der somit fehlenden neuen Erkenntnisse wird
beim SCLC noch die 7. Auflage der UICC Einteilung fiir das Fernmetastasen-Staging beibe-
halten. Ebenso wird nicht, wie beim NSCLC in IVA und IVB differenziert, sondern es be-
steht nur romisch IV als Zuordnungsstadium. Im Jahre 1957 wurde von der Veterans Admi-
nistration Lung Study eine Einteilung des SCLC entwickelt, welche bis heute im klinischen
Alltag zusitzlich zur TNM-Klassifikation von Relevanz ist. Besonders im Hinblick auf die
Durchftuhrbarkeit einer Strahlentherapie wird dieses Schema verwendet (Rami-Porta et al.

2011).

1.1.5 Therapie

Die Therapiewahl beim kleinzelligen Lungenkarzinom richtet sich nach der Einteilung der
Stadien very limited disease, limited disease und extensive disease. Eine Strahlen-Chemotherapie mit
simultaner Radiotherapie und adjuvanter Schidelbestrahlung wird im limitierten Stadium
empfohlen. Bei Erstdiagnose befinden sich dabei bereits um die 70 % der Patienten im
Stadium der extensive disease; hier wird eine palliative Chemotherapie mit prophylaktischer
Schidelbestrahlung durchgefithrt oder es werden Maf3nahmen nach dem Prinzip der best
supportive care eingeleitet. Der SCLC ist ein sich rapide vergréflernder, schnell metastasierender
und aggressiver Tumor. Da kleinzellige Lungenkarzinome hiufig erst in fortgeschrittenem
Stadium diagnostiziert werden gibt es — anders als beim NSCLC - wenige
Behandlungsalternativen (CLCGP und NGM 2013; Carter et al. 2014; Li et al. 2017).

Die Methode der ersten Wahl beim NSCLC in den frithen Stadien, IA und IB (Tumorgrofie
< 4 cm) ist die operative Resektion des Tumors. Die stereotaktische Bestrahlung wird nur
bei Kontraindikationen wie Komorbidititen und schlechtem Allgemeinzustand eingesetzt.
Auch bei den Stadien IB (TumorgtéBie > 4 cm), ITA /B, IITA, 55 gilt die operative Entfernung
als erste Option mit anschlieBender adjuvanter Chemotherapie. Bei Patienten im Stadium
IITA bei denen intraoperativ bzw. postoperativ in der pathohistologischen Auswertung der
N2-Status festgestellt worden ist (formell spricht man von IIIA; bzw. IIIA,), ist eine ad-
juvante Chemotherapie indiziert. Zusitzlich zu diesen beiden Stadien gehért noch das 11TA;
N2 unilevel, welches sich durch eine ipsilaterale mediastinale Lymphknotenmetastase aus-
zeichnet und durch eine supplementire Radiatio behandelt werden kann. Hier ist noch der
Pancoast-Tumor als Sonderfall zu nennen: die optimale Therapie besteht aus einer Strahlen-

Chemotherapie mit anschlieBender Operation.

Um die 40% der Patienten befinden sich bei Erstdiagnose im Stadium IV der
Lungentumorerkrankung. Bei diesen Patienten kommt in der Mehrheit eine palliative The-
rapie in Frage. Ausgenommen sind die Falle, in denen isolierte Nebennieren oder zerebrale

Metastasen gefunden wurden, hier ldsst sich eine kurative Therapie mit additiver Chemo-
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und/oder Strahlentherapie diskutieren. Seit der Jahrtausendwende riicken zunehmend alter-
native Behandlungsméglichkeiten in den Vordergrund und er6ffnen den Patienten vor allem
im fortgeschrittenen Stadium als Erstlinientherapie neue Behandlungsperspektiven (Chan
und Hughes 2015).

Die zielgerichtete Therapie und die Immuntherapie werden in Hinblick auf genetische Mu-
tationen, Komorbiditit, Allgemeinzustand und Vorbehandlungen abgewogen. Im Folgenden
werden alle wesentlichen Alternativen zur Operation, Radiatio und Chemotherapie beim

Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinom im fortgeschrittenen Stadium aufgefthrt.

Molekulare Mechanismen von Lungentumoren bieten Angriffspunkte fiir neue Behand-
lungsmethoden. Diese molekularen Zielstrukturen geben den Methoden den englischen Na-
men der fargeted therapies. Eines dieser Ziele ist der EGF-Rezeptor (engl.: epidermal growth factor
receptor), ein transmembranires Glykoprotein, welches durch seine intrazellulire Tyrosinkina-
sedomine das zellulire Wachstum regulieren und kontrollieren kann. Durch Hemmung die-
ses Rezeptors kann die lokale Invasion und Angiogenese der Neoplasie eingeschrinkt wer-
den, was infolgedessen eine deutliche Verlingerung der Lebenszeit fiir den Patienten bedeu-
tet (Bethune et al. 2010; CLCGP and NGM 2013; Ettinger et al. 2017). Als Medikamente
werden Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Afatinib, Erlotinib und Gefitinib eingesetzt, kleine
Molekiile, die oral aufgenommen werden kénnen und die intrazellulire Tyrosinkinase des

Rezeptors hemmen (Sgambato et al. 2014; Ettinger et al. 2017).

Ein weiteres Ziel ist das EMLA-ALK (engl.: anaplastic lymphoma kinase-echinoderm microtubule-
assoctated protein-like protein 4) Fusionsgen. Aufgrund einer Inversion auf dem Chromosom 2p
kommt es zu einer dauerhaften Aktivierung des Tyrosinkinaserezeptors, welche als Konse-
quenz eine maligne Entartung férdert (Soda et al. 2007; Chan und Hughes 2015). Die Muta-
tion wird vor allem bei Nicht-Rauchern und jungen Patienten mit Adenokarzinom beobach-
tet und kann mit Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Crizotinib, Ceritinib und Alectinib gut be-
handelt werden (Chan und Hughes 2015; Ettinger et al. 2017; Peters et al. 2017; Soria et al.
2017)

Nur wenige Lungenkrebspatienten (1-2%) mit einem Adenokarzinom weisen eine Translo-
kation des ROS1-Gens auf, welche ebenfalls als Ziel fir eine zargeted therapy in Frage kommt.
Dennoch spricht diese Mutation sehr gut auf den Inhibitor Crizotinib an, sodass eine Gen-
mutationsanalyse auf diese Translokation bei negativen Befund oben genannter Gene in Er-

wigung gezogen wird (Chan und Hughes 2015; Ettinger et al. 2017).

Obwohl immer mehr Gen-Aberrationen fiir eine zielgerichtete Therapie gefunden worden
sind, weisen nur wenige Patienten eine dieser gesuchten Mutationen auf, sodass es fiir diese
Patientengruppe lange Zeit keine weiteren alternativen Behandlungsméglichkeiten gab. Erst
Anfang des 21. Jahrhunderts fand man neue Ansitze zur Tumorbekimpfung (Rosenberg
2012; Sullivan et al. 2013). Im Mittelpunkt steht nun das Immunsystem des Krebspatienten.
Durch die Aktivierung oder auch Inhibition sogenannter Checkpoint-Molekdile wird das Im-

munsystem stimuliert, um selbst gegen den Tumor anzukdmpfen. Seit 2016 ist Nivolumab,
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ein Checkpoint-Inhibitor, als Zweitlinientherapie fur alle histologischen Subtypen des
NSCLC in Europa zugelassen (Borghaei et al. 2015; Brahmer et al. 2015). Aufgrund vielver-
sprechender Studienergebnisse ist seit Februar 2017 in Europa ein weiterer hemmender
Wirkstoff Pembrolizumab, sogar als Erstlinientherapie beim NSCLC auf dem Markt (Reck
et al. 2016; Merck.com 2017).

Die molekularen Mechanismen der Checkpoint-Inhibition, wie auch die daraus resultieren-
den neuen Erkenntnisse und Problematiken werden in den anschlieBenden Abschnitten ge-

nauer dargelegt.

1.2 Immuntherapie

Die Immuntherapie ist deutlich abzugrenzen von der traditionellen Chemotherapie, deren
Zielstruktur sich schnell teilende Zellen sind und von der zielgerichteten Therapie, welche
mit Schlusselmolekiilen in Tumotrzellen interferiert, um das Tumorwachstum und dessen
Gewebeinvasion zu unterbinden. Die konventionelle onkologische Therapie mit Zytostatika
ziel darauf ab, die Krebszellen selber zu vergiften, was zu problematischen Nebenwirkungen
fithrt, da sich der Stoffwechsel und Replikationswege der Krebszellen und gesunden Kor-
perzellen kaum unterscheiden. Anders die Immuntherapie, in der das kérpereigene Immun-
systems zur Abtétung von Tumorzellen genutzt wird (Borghaei et al. 2009; Pardoll 2012).
Das Bestreben der Immuntherapie ist hierbei die Unterstiitzung des Immunsystems bei der
Identifizierung entarteter Zellen. Dartiber hinaus entwickeln maligne Tumore wihrend ihrer
Entstehung Mechanismen, die eine Wirkung des Immunsystems hemmen, wodurch die Tu-
morzellen ungehindert wachsen kénnen (Borghaei et al. 2009). Diese immuntherapeutischen
Ansiitze basieren auf der Erkenntnis, dass das Immunsystem eine Schliisselrolle bei der Ubet-
wachung und Ausloschung der Malignitit spielt und dass Tumore Wege entwickelt haben,
um dem Immunsystem zu entgehen. Die Uberlegungen, dass es Tumoren moglich ist, dem
Immunsystem zu entflichen, haben 2004 Dunn et al. mit den bereits vorhanden
Erkenntnissen fritherer Untersuchungen aufgearbeitet und zusammengefasst (Dunn et al.
2004). Sieben Jahre spater wurde dies von Vesely et al. aufgegriffen und durch ein besseres
Verstindnis des Immunsystems und innovativere Techniken auf den neusten Stand der
Wissenschaft gebracht (Vesely et al. 2011). Spitestens durch die Effektivitit der
Immuntherapie wird klar, dass das Immunsystem eine Schlisselrolle in der
Tumoriiberwachung spielen muss und es Prinzipien gibt, die es den entarteten Zellen

erméglichen sich vor dieser Uberwachung zu maskieren.

1.21 Tumorimmunologie und die drei Phasen des Immunoediting

Als Immunoediting wird die Antwort des Immunsystems auf eine neoplastische Verinde-
rung im Gewebe verstanden. Es ist ein Prozess, der sich iiber einen lingeren Zeitraum er-
streckt und mit der Tumorentwicklung interagiert (Vesely et al. 2011). Aufgrund von Gen-

Umwelt-Interaktionen ist Krebs eine multifaktorielle Erkrankung, welche sich durch eine
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Vielzahl von Mutationen in den somatischen Zellen des Korpers auszeichnet. Nicht alle Mu-
tationen fihren zu einer Entartung des Gewebes. Das ist bedingt durch intrinsische und
extrinsische Tumor-Unterdriickungsmechanismen des Immunsystems. Die intrinsischen
Faktoren ermoglichen eine Reparatur, frithzeitige Alterung oder Apoptose der mutierten
Zellen.

Der Schutz durch das extrinsische System wird nochmals in vier Stadien unterteil (Vesely et
al. 2011; Murphy und Weaver 2016).

Zuerst kommt es durch das angeborene Immunsystem zu einer Antigenprisentierung der

Tumorzellen. Es entsteht eine Entziindungsreaktion, welche Immunzellen einwandern lasst.

Darauthin wird die Ausschiittung und Produktion von Interferon (IFN)-y induziert.

Im zweiten Schritt hemmt das IFN-y die Angiogenese des Tumors und bewirkt eine
Apoptose der mutierten Zellen. Die abgestorbenen Zellen kénnen von naiven dendritischen
Zellen phagozytiert werden, welche dadurch reifen und in die Lymphknoten auswandern
konnen. Die Aktivierung dieser Antigen-prisentierenden Zellen triggert zudem die Expres-
sion von B7.1 und B7.2 auf selbigen. Im Lymphknoten prisentieren die nun reifen dendriti-
schen Zellen iiber MHC-II-Molekiile den T-Zellen die Apoptosestiicke als ,,Zielantigen®.

Sofern ein kostimulierendes Signal von B7.1 oder B7.2 und CD28 der T-Zellen vorliegt,
werden die T-Zellen fir die Tumorbekimpfung insbesondere die zytotoxischen T-Zellen
(CD8" T-Zellen) aktiviert. Zudem gelangen natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und Makro-
phagen zur Tumorstelle. Dort kommt es zur weiteren Ausschiittung von IFN-y und auch
Interleukin-12. Natirliche Killerzellen kénnen mit Hilfe von TRAIL (engl.: fumzor necrosis factor

related apoptosis inducing ligand) oder durch Perforin induziert Tumorzellen téten.

Im vierten Schritt kommt es zum sogenannten homing. Dabei wandern Tumor-spezifische
CD4" und CD8" T-Zellen zur Tumorstelle aus und konnen tber den FAS-Liganden oder
Perforine und Granzyme Tumorzellen zerstoren. Auch hierzu bedarf es wieder eines ko-
stimulierenden Signals. In malignen Tumoren ist aber haufig ein ko-inhibierndes Signal tber-

exprimiert und unterdriickt die immunologische Zerstorung der Krebszellen.

Dies ist der gleiche Mechanismus, der durch das Immunsystem in anderen pathogenen Pro-

zessen wie Virusinfektionen durchgefithrt wird (Murphy und Weaver 2010).

Dieses Stadium der extrinsischen und intrinsischen Uberwachung im Zusammenhang mit
entarteten Zellen wird nach Dunn et. all auch als E/wination beschrieben und ist das erste

der drei ,,E’s* im Prozess des Immunoeditings (Dunn et al. 2004).

Das zweite ,,E* steht fir Equilibrinn und symbolisiert das Gleichgewicht zwischen mutierten
Zellen und der Immunsystemtberwachung. Diese Phase kann tiber mehrere Jahre hinweg
aufrechterhalten werden. Aufgrund von neuen Tumormutationen kommt es dabei zu einer

genetischen Instabilitit und einer geringeren Immunogenitit des Wirtes.
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Die letzte Phase des Immunoeditings ist die Escape-Phase. Wie der Name schon sagt, ist es
den mutierten Zellen in diesem Stadium moglich, der Immunsystemiiberwachung zu ent-
kommen (Dunn et al. 2004; Vesely et al. 2011). Mehrere Ansatzpunkte kénnen eine
Tumorexpansion und eine zum ersten Mal auch klinische sichtbare Malignitit bewirken.
Nach Hananhan und Weinberg gibt es sogenannte Hallmarks of Cancer, die dem Tumor die
,»Flucht™ vor dem Immunsystem und damit ein unkontrolliertes Wachstum ermdglichen
(Hanahan und Weinberg 2011).

Zu diesen gehoren:

- Anhaltende Signale zur Proliferation

- Ausweichen von Wachstumsunterdriickern

- Aktivierung zur Invasion und Metastasierung

- Moglichkeit der replikativen Unsterblichkeit

- Induktion von Angiogense

- Apoptoseresistenz

- Verhinderung der immunologischen Zerstérung
- tumorférdernde Entziindungsreaktion

- Genominstabilitit und Mutation

- Deregulation von zellulirer Energetik

1.2.2 Immunsystem-Aktivierung und Checkpoint-Inhibition

Im Fokus der Immuntherapie ist nun das Tumorkennzeichen die ,,Verhinderung der immu-
nologischen Zerstérung®. Wie die Eliminationsphase des Immunoeditings andeutet, werden
zahlreiche Mechanismen bendtigt, um das Immunsystem effektiv gegen die Tumorzellen zu
richten. In der Immuntherapie werden zwei wesentliche Schritte der Immunsystemaktivie-
rung beeinflusst: zum einen die Tumorzellerkennung und zum anderen die Prisentation von
Tumorantigenen und die damit einhergehende T-Zellaktivierung. Unter normalen physiolo-
gischen Bedingungen sind Checkpoints dafiir zustindig, den Selbstschutz vor dem eigenen
Immunsystem aufrecht zu erhalten (Murphy und Weaver 2016). Dies passiert im Rahmen
der Pravention von Autoimmunerkrankungen oder der Verhinderung einer AbstofSungsre-
aktion des Fetus wihrend einer Schwangerschaft (Pardoll 2012; Tian et al. 2016). Bei einer
Infektion durch pathogene Erreger wird aulerdem das umliegende Gewebe durch Aktivie-
rung von Checkpoints geschiitzt und eine dauerhafte Immunantwort wird limitiert (Pardoll
2012). Dieser Mechanismus der Eindimmung einer Immunreaktion kann von Tumorzellen
kopiert werden. Tumorzellen sind in der Lage die gleichen Checkpoint-Proteine wie antigen-
prasentierende Zellen auf ihrer Zelloberfliche zu exprimieren, um dann ebenfalls an T-Zel-
len zu binden (Mellman et al. 2011).

Die onkologische Immuntherapie macht sich die Inhibition oder Aktivierung von Check-

points zu Nutze, um die Immunantwort zu stimulieren (siche Abbildung 4). Folglich gibt es
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zweil Méglichkeiten, die Antigen-spezifische T-Zell-Reaktion zu beeinflussen: die Aktivie-
rung von ko-stimulierenden Rezeptoren oder die Antagonisierung von inhibierenden Signa-
len. Beide Méglichkeiten resultieren in einer Verstairkung der T-Zell-Antwort. Daraus resul-
tiert, dass die Tumorzellen fir das Immunsystem sichtbar werden und sich dieses verstirkt

gegen die mutierten Zellen richten kann.

Zwei Checkpoints und deren Signalwege sind nach heutigem Stand der Forschung sehr gut
untersucht. Zum einen das sogenannte ¢yctotoxcic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) und der pro-
grammed death receptor 1 (PD-1). Die CTLA-4-Regulation findet vor allem in den lymphatischen
Organen statt. Dort beeinflusst sie die frithe T-Zell Aktivitit. Nachdem T-Zellen durch
antigenprisentierende Zellen aktiviert wurden, wird die CTLA-4-Expression auf den T-
Zellen erhoht (Pardoll 2012). CTLA-4 konkurriert mit CD28 mit einer hoheren Affinitit zu
B7.1 und B7.2 um die ko-stimulierende Bindung an der antigenprisentierenden Zelle. Als
Folge kommt es zu einem negativen Signal an der T-Zelle, welches eine Dimpfung der
weiteren T-Zell-Funktion bewirkt (Fong und Small 2008).

Die hemmende Wirkung auf das Immunsystem durch PD-1 spielt sich in der Peripherie ab.
Da der PD-1-Checkpoint die Zielstruktur der Therapie in dieser klinischen Studie ist, wird

dessen Signalweg im folgenden Absatz genauer beschrieben.

APCderTumorzelle T- Zelle

B7-2qcDs6) ) D@D cozs  Aktivierung
B7-1qcpso) (D) CTLA-4 Inhibierung

pD-L1 ol ?h PD-1 Inhibierung

PD- 12 ool ~Je— B7-14CD80) Inhibierung

APC=MAntigenPresenting Cells,IMHC=MajorHistocompatibility Complex,ETCR=[ell Receptor

Abbildung 4: Aktivierung und Inhibition von Checkpoints zur Stimulation des

Immunsystems
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1.2.3 PD-1-Signalweg und der therapeutische Ansatz bei der Checkpoint-

Inhibition

Ebenso wie bei CTLA-4 kommt es bei PD-1 mit der Bindung seines Liganden zu einer
Dimpfung der Immunantwort. Diese Liganden konnen sich auf antigenprisentierenden
Zellen oder auf Tumorzellen befinden. Fir die Immuntherapie bedeutet das, dass diese

Checkpoints oder ihre Liganden inhibiert werden miissen, um eine verstirkte Immunantwort
zu erhalten (Fife und Bluestone 2008; He et al. 2015).

Wie bereits erwihnt, spielt sich der PD-1-Signalweg im peripheren Gewebe zum Zeitpunkt
einer entziindlichen Infektion ab. Seine Hauptaufgabe ist es, Autoimmmunreaktionen zu
verhindern, sodass es verstindlich ist, dass vor allem regulatorische T-Zellen, welche fiir die
Kontrolle der Selbsttoleranz zustindig sind, PD-1 auf ihrer Zelloberfliche exprimieren
(Ishida et al. 1992; Keir et al. 2006; Okazaki und Honjo 2007). PD-1 wird, anders als CTLA-
4, noch auf anderen aktiven Nicht-T-Lymphozyten, nimlich auf B-Zellen und NK-Zellen,
exprimiert. Primir dient die PD-1-Blockade einer Verbesserung der T-Zell Aktivitit im Ge-
webe, méglicherweise beeinflusst sie aber auch die NK-Zellen-Dynamik in Tumoren und
indirekt oder direkt tiber PD1" B-Zellen die Antikorperproduktion (Velu et al. 2009; Pardoll
2012). Dartiber hinaus kann es zur sogenannten Anergie unter antigenspezifischen T-Zellen
kommen. Die Anergie ist eine Form der T- oder B-Zell-Inaktivierung, bei der die Zelle am
Leben bleibt, aber nicht aktiviert werden kann, um eine Immunantwort auszufiihren. Dieses
Phinomen kann auftreten, sobald die T-Zellen einer dauerhaften Antigen-Exposition, wie
bei chronischer Virusinfektion und Krebs und damit einhergehender hoher PD-1-Expres-
sion, ausgesetzt sind. Es ist ein reversibler Zustand, der durch PD-1-Signalweg-Blockade
teilweise aufgehoben werden kann (Aubert et al. 2011; Pardoll 2012).

Es gibt zwei bisher bekannte PD-1-Liganden: zum einen den PD-Ligand-1 (PD-L1, auch als
B7-H1 und CD274 bezeichnet) und zum anderen den PD-L2 (auch bezeichnet als B7-DC
und CD273) (Freeman et al. 2000; Francisco et al. 2009). Es wurde eine weitere Interaktion
zwischen PD-L1 und CD80, ebenfalls auf T-Zellen exprimiert, nachgewiesen. Diese Inter-
aktion fuhrt ebenfalls zu einer Hemmung der T-Zellaktivierung. Der genaue Grund fur diese
Verbindung ist noch nicht abschlieBend geklart und bedarf weiterer Investigation (Butte et
al. 2007). Es wurde aber bereits eine vielversprechende Phase-III-Studie mit Durvalumab als
Erstlinienmedikament fiir NSCLC durchgefiihrt. Bei Durvalumab handelt es sich um einen
monoklonalen IgG1-Antikérper, welcher PD-L1 bindet, um die Interaktion mit PD-1 und
CD80 zu hemmen (Rizvi et al. 2015).

PD-1 kann auf den meisten tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) von Tumoren ver-
schiedener Gewebsarten exprimiert werden. In der Regulation der Expression von PD-1 und
seinen Liganden auf Tumorzellen spielt die konstitutive und adaptive Immunresistenz eine
grof3e Rolle (Ahmadzadeh et al. 2009; Sfanos et al. 2009). Zunichst wurde erwiesen, dass das

Melanom, Ovarial- und das Lungenkarzinom ein sechr hohes Expressionsniveau beztiglich
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PD-L1 aufweisen. Nach weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass Tumorzellen in

der Lage sind, die PD-L1-Expression zu regulieren (Lau et al. 2017).

Es gibt zwei mégliche Mechanismen fiir die Regulation von PD-L1 durch Tumorzellen. Sie

werden auch angeborene und adaptive Immunresistenz genannt (Taube et al. 2012; Berry
und Taube 2015).

Die angeborene Immunresistenz zeichnet sich dadurch aus, dass einige Tumoren die
konstitutive onkogene Signalisierung fur die PD-L1-Expression auf allen Tumorzellen
unabhingig von entziindlichen Signalen in der Tumor-Mikroumgebung hochregulieren kon-
nen (Pardoll 2012). Ebenso kann die PD-L1-Expression durch die Aktivierung des
PI3K/AKT-Signalwegs (engl.: phosphatidylinositol 3-kinase/ protein kinase b-pathway) und durch
die STAT3—Proteine (engl.: signal transducers and activators of transcription) angetrieben werden
(Parsa et al. 2007; Marzec et al. 2008). Eben genannter Signalweg beeinflusst das Zellwachs-
tum und den Zellstoffwechsel (Cellsignal.com 2017).

Die adaptive Immunresistenz beschreibt das Phinomen, dass PD-1 und auch PD-L1 nicht
dauerhaft auf Tumorzellen exprimiert werden, sondern erst als Reaktion auf ein

entziindliches Immunvorgehen in der Tumorumgebung (Pardoll 2012).

Es gibt mittlerweile mehrere Antikérper, die den PD-1/PD-L1-Signalweg hemmen kénnen
und zur Therapie von malignen Neoplasien zum Finsatz kommen. Genauer gesagt handelt
es sich hierbei um Anti-PD-L1 Antikérper wie Durvalumab, Atezolizumab, Pembrolizumab

und Nivolumab.

In dieser Arbeit wurden alle Patienten ausschlieBlich mit Nivolumab als Zweit- oder Meht-
linienmedikament behandelt. Dies garantierte die genauere Vergleichbarkeit der Ergebnisse.
Nivolumab ist ein monokonaler Antikérper der IgG4-Familie (Wang et al. 2014; Davies und
Sutton 2015). Die US' Food and Drug Administration hat Nivolumab Ende des Jahres 2014 fir
das fortgeschrittene Melanom und ein Jahr spiter fiir Patienten mit fortgeschrittenen
NSCLC nach Therapieversagen von Standard Platin-basierter Chemotherapie zugelassen
(Drugs.com 2017). Unter den gleichen Bedingungen ist Nivolumab als Zwetilinienmedika-
ment seit dem 20. Juli 2015 in Europa fiir das Plattenepithelkarzinom zugelassen und seit
dem 6. April 2016 fir alle weiteren NSCLC (Oncotrends.de 2017).

Eine Vielzahl von Studien, die PD-L1-positive Patienten mit Chemotherapie versus Nivo-
lumab versus Nivolumab + Iplilimumab und PD-L1-negative Patienten mit Chemotherapie

versus Nivolumab + Ipilimumab testet, wird aktuell durchgefihrt (Paz-Ares et al. 2017).

1.2.4 Phinomen des Pseudoprogresses

Zwar wird die Immuntherapie in den Medien als ,,Stille Revolution® in der Krebsforschung
betitelt, dennoch kommen mit neuen Erkenntnissen auch neue Fragen auf. Zum ersten Mal
in der Krebstherapie ist nicht der Tumor das Zielobjekt der Medikation, sondern das eigene

Immunsystem wird beeinflusst, um den bésartigen Tumor zu bekimpfen. Dies bedeutet,
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dass neue Nebenwirkungen auftreten. Midigkeit und Hautausschlag treten am hiufigsten als
negativer Nebeneffekt auf, ebenso zu erwarten sind immunsystembezogene
Nebenwirkungen wie zum Beispiel Colitis, Hepatitis oder Nephritis (Naidoo et al. 2015;
Abdel-Wahab et al. 2016; Nishino 2016). Besonders zu erwihnen sind die Pneumonitis und
die Myokarditis, welche im Vergleich zu einer Standardtherapie mit Zytostatika haufiger
auftreten. Grof3e Metaanalysen wie die von Hu et al. 2017 oder Peng et al. 2017 zeigen, dass
diese schweren Nebenwirkungen tiber Grad III trotzdem nur bei unter 10% der Patienten
auftreten. Insgesamt sind diese unerwiinschten Arzneimittelwirkungen gut mit einer
Corticosteroid-Therapie zu kontrollieren, sodass es selten zu schwerwiegenden oder
todlichen Komplikationen kommt (Borghaei et al. 2015; Brahmer et al. 2015; Herbst et al.
2016; Rittmeyer et al. 2017). Im Vergleich dazu beklagen die Patienten unter Standard-
Chemotherapie Nebenwirkungen wie Obstipation, Diarrhoe, Haarverlust, Midigkeit, Erb-
rechen und Entziindungen im Mundbereich. Diese Nebeneffekte sind in bis zu einem Drittel
der Fille im Schweregrad I1I oder IV einzuordnen. Ebenso ist die Inzidenz auf bis zu 80%
erhoht, dass mindestens eine Nebenwirkung bei einer Chemotherapie auftritt (Fehrenbacher
et al. 2016; Pearce et al. 2017). Einen direkten Vergleich zwischen Nivolumab als Erstlinien-
medikament und einer Standard-Chemotherapie bietet die Studie von Carbone et al.; 18%
der Patienten, welche mit Nivolumab behandelt worden sind, hatten Nebenwirkungen Grad
I bis IV, im Gegensatz dazu waren es 51% der Patienten mit Grad III und IV

Nebenwirkungen, welche die Chemotherapie erhielten (Carbone et al. 2017).

Ein weiteres neues Charakteristikum der Immuntherapie stellt das Phinomen des Pseu-
doprogresses dar. Aufgrund der Stimulation des Immunsystems zur Bekimpfung des Tu-
mors kommt es zu einer vermehrten Invasion und Anlagerung von Immunzellen in den Tu-
mor (Carter et al. 2016). Als Folge kommt es zu Odem- und Nekrosenbildung (Chiou und
Burotto 2015). Dem scheinbaren Anschwellen des Tumors folgt eine Regression als Antwort
auf ein positives Therapieansprechen (siche Abbildung 5). Bislang konnte dieser Pseudopro-
gress nur durch lingere Therapiebeobachtung und bildgebende Verfahren erkannt werden
(siche Abbildung 6 und 7). Das bedeutet, dass Patienten mit einem pseudoprogressiven Tu-
morwachstum keine bisher besonders auffilligen klinischen oder histologischen Muster auf-

wiesen bzw. diese nicht im Besonderen untersucht wurden.

Ein Weiterfihren der Immuntherapie bei im radiologischen Bild scheinbar progressivem
Verhalten des Tumors, lag bisher im Ermessen des Arztes. Diese Handlung stiitze sich meist
auf den guten oder sich sogar bessernden Allgemeinzustand des Patienten (Rizvi et al. 2015;
Ferris et al. 2010).
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Abbildung 5: Zunahme von Immunzellen am Tumor als Erklirung fiir eine sogenannte

Pseudoprogression

AusgangsgroRe

Abbildung 6: Pseudoprogress unter Nivolumab-Therapie (zur Verfiigung gestellt von der

Lungenfachklinik Immenhausen)



1 Einleitung 20
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Abbildung 7: Pseudoprogression bei einer Patientin mit Adenokarzinom. Nach vier Zyklen
mit Nivolumab ist der zentrale Tumor vergroBert mit zusitzlichen Knoten in beiden Lungen.
Nach acht Zyklen findet ein objektives Ansprechen gemil3 den RECIST 1.1-Kriterien statt.
(zur Verfugung gestellt von der Lungenfachklinik Immenhausen)

Dieses neue Verhalten der Tumorgréf3enveranderung fiihrte dazu, dass man sich mit neuen
Bemessungsmethoden fur radiologische Aufnahmen auseinandersetzte. Im Jahr 2000 postu-
lierten Therasse et al. neue Kiriterien, die sogenannten RECIST-Kriterien (engl.: response
evaluation criteria in solid tumors) zur einheitlichen Tumorbemessung. Das zentrale Bestreben
lag darin, dass alle Arbeitsgruppen im Bereich der Onkologie ein kongruentes Konzept zur
Bemessung des Tumors verfolgen sollen. In diesen wurde festgelegt, dass nicht die Summe
aller Lisionen, sondern die Summe der Durchmesser aller Lisionen als Referenz flir das
Gesamtansprechen herangezogen wird. Aufbauend auf diesen RECIST-Kriterien verof-
fentlichten 2009 Eisenhauer et al. neue RECIST 1.1-Kriterien, welche bis dato als Standard
Bemessungsleitlinien fiir solide Tumore fungieren (Eisenhauer et al. 2009). Diese Kriterien
werden auch fir solide Tumoren unter Immuntherapiebehandlung herangezogen. Im
gleichen Jahr ver6ffentlichte Wolchok et. al die irRECIST-Kriterien, welche die Problematik
des Pseudoprogresses aufnahmen (Wolchok et al. 2009). Diese neuen Empfehlungen zur
Beurteilung des Therapieansprechens unter Immuntherapie wurden aber nicht konsequent
angewandt, nicht nur weil sich dessen Studienergebnisse auf der Untersuchung von Melano-
men unter Ipilimumab beschrinkten, sondern auch, weil zahlreiche Kritiken beziiglich der
klaren Definition und der allgemeinen Reproduzierbarkeit der verwendeten Ergebnisse auf-

kamen (Nishino et al. 2014). Im Mirz 2017 wurde ein neues Konzept vorgestellt, welches als
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Grundlage eben genannte Kriterien beinhaltet und diese mit den neusten Erfahrungen mit
der Immuntherapie vereint (Seymour et al. 2017). Bevor diese, nun iRECIST Kriterien ge-
nannten, Bemessungsnormen etabliert werden, miissen sie aber noch weitere Schritte der
Validierung durchlaufen (Nakatani et al. 2017).

Trotz der wiederholten Infragestellung der RECIST 1.1-Kriterien bleiben das bildgebende
Verfahren und die direkte Messung des Tumors die Grundlage zur Beurteilung der Wirk-
samkeit der Checkpoint-Inhibitortherapie. Dies stellt ein sehr einseitiges und im klinischen
Alltag fehleranfilliges Instrument dar, sodass es wesentlich ist neue Mittel zu finden, die das

Ansprechmuster der Neoplasie unter Immuntherapie frith erfassen. Dies leitet iiber zu der
Zielsetzung dieser Arbeit (Villaruz und Socinski 2013).

1.3  Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Bei Behandlung von Patienten mit Checkpoint-Inhibitoren kann es zu einem atypischen An-
sprechen kommen, bei dem sich die radiologisch messbaren Tumortlisionen zunichst ver-
groBBern. Ursache hierfiir ist vermutlich eine entziindliche Infiltration des Tumors. Erst im
weiteren Verlauf verkleinern sich die Tumorherde. Dieses Phinomen wird Pseudoprogres-
sion genannt. Bisher lag es im Ermessen des behandelnden Arztes, ob die Behandlung mit
Checkpoint-Inhibitoren fortgesetzt wird, wenn sich radiologisch ein Progress zeigt. Die Ent-
scheidung, die Therapie fortzufithren, wurde dann unter Betrachtung des Allgemeinzustan-
des und des (Nicht-) Auftretens von Nebenwirkungen getroffen (Chiou und Burotto 2015;
Kerr et al. 2015; Rizvi et al. 2015; Kolla und Patel 20106).

Frihzeitig eine Pseudoprogression von einer wirklich progredienten FErkrankung
unterscheiden zu konnen, wiirde helfen die Therapie rechtzeitig umzustellen, falls ein Patient
nicht von Checkpoint-Inhibitoren profitiert. Umgekehrt kénnten Patienten weiter behandelt
werden, die erst im spiteren Verlauf radiologisch ansprechen und ansonsten zu frih auf eine

Chemotherapie mit erheblich stirkeren Nebenwirkungen umgesetzt wiirden.

Das Ziel der Arbeit war es, retrospektiv verschiedene Basischarakteristika, Routineuntersu-
chungen, klinischer Beschwerden und laborchemische Befunde von Patienten unter Nivo-
lumab-Therapie, zu vergleichen, ob diese mit dem radiologischen Ansprechen zu korrelieren.
Insbesondere sollten Merkmale gefunden werden, die schon im frithen Stadium der Therapie
eine Differenzierung zwischen Pseudoprogress und wirklichem Erkrankungsprogress er-

moglichen.
Folgende Fragestellung galt es zu kliren:

Ist es mébglich, anhand von Routineparametern oder deren Kombination in einem ,,Score®,
in einem frihen Stadium der Checkpoint-Inhibitortherapie eine Aussage dariiber zu treffen

ob ein Patient von dieser profitiert?
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Um diese Frage zu beantworten, wurden Daten von 68 konsekutiven Patienten mit einem
Bronchialkarzinom im fortgeschrittenen Stadium, welche in der Lungenfachklinik Immen-

hausen mit Nivolumab behandelt worden sind, untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Alle retrospektiv ausgewerteten Daten stammen von 68 Patienten, die im Zeitraum vom 01.
April 2015 bis zum 30. September 2016 mit der Checkpoint-Inhibitortherapie in der Lun-
genfachklinik Immenhausen (Arztliche Leitung Prof. Dr. med. S. Andreas) begonnen haben.
Dabei gilt als Einschlusskriterium, dass Nivolumab nach Scheitern vorangegangener platin-
basierter Chemotherapie verabreicht wurde. Dabei wurde bei 13 Patienten - davon drei mit
Plattenepithelkarzinom und zehn mit einem Adenokarzinom - vor der offiziellen Zulassung
in Deutschland mit der Nivolumab-Therapie begonnen. Dies war nur dadurch méglich, dass
aufgrund der positiven Ergebnisse und der vorausgehenden Zulassung in den USA die je-
weilige Krankenkasse des jeweiligen Patienten eine Kostentibernahme des Medikaments ga-

rantierte.

Der Therapieablauf wurde fiir alle 68 Patienten identisch beibehalten, sodass aussagekriftige
Vergleiche der einzelnen Patientenparameter méglich waren. Nivolumab wurde mit 3 mg/kg
als intravendse Infusion alle zwei Wochen, entspricht einem Zyklus, appliziert. Die Therapie
wurde fortgesetzt solange der Patient von Nivolumab — im Ermessen des behandelnden
Arztes — profitiert oder keine unerwiinschten Nebenwirkungen auftraten. Die Ergebnisse
der Blutproben und klinische Symptome wie Myalgie, Fieber, Dyspnoe, Husten und
Schmerzen wurden nach klinischen Routineverfahren registriert. Die meisten Patienten
wurden ambulant behandelt, sodass die Mehrheit der Parameter bei Gabe von Nivolumab
kontrolliert und untersucht wurden. Das Tumorwachstum wurde zudem nach RECIST 1.1

mittels eines computertomographischen (CT) Bildes nach jedem 4. Zyklus beurteilt.

2.2 Datenerhebung

Die anonymisierte Analyse der gesammelten Parameter erfolgte mittels des
Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft® Excel 2016 und 2017. Zur retrospektiven
Datenerhebung dienten die Informationen aus MEDOS und die schriftlichen Dokumenta-
tionen in den jeweiligen Patientenakten aus der Lungenfachklinik Immenhausen. Nachdem
festgelegt worden ist, auf welche Befunde der Fokus fiir die Analysen gelegt werden soll,
wurden die Daten aus allen Dokumenten, die tiber den Patienten vorhanden waren, heran-
gezogen. Dazu zihlten unter anderem Arztbriefe wie z.B. Entlassungsberichte, Verlegungs-
berichte oder Dokumentationen aus Tumorkonferenzen. Insbesondere hier zu nennen sind
auch die histologischen und pathologischen Berichte. Letztere stammen aus den

Untersuchungen von Herrn Prof. Dr. med. H.-U. Schildhaus, Universititsmedizin
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Gottingen, und Prof. Dr. med. J. Riischhoff, Pathologie Nordhessen. Vor Beginn der Erhe-
bung musste genau evaluiert werden, welche Parameter entscheidend fur das
Therapieansprechen sein konnten. Die Auswahl setzte sich zusammen aus Informationen
vorangegangener Studienergebnisse, die verschiedene Variablen als mégliche Hinweise fiir
die Reflektion des Therapieansprechens vermuten, und Basisdaten, die im Allgemeinen im
Zusammenhang mit onkologischen Patienten von Bedeutung sind (Carter et al. 2016; Weide

et al. 2016; Yamaguchi 2016). Folgende Daten wurden in die Excel-Matrix aufgenommen
(siche Tabelle 4):

Tabelle 4: Variablen fiir die Datenerhebung

Basisdaten:

Geschlecht

Alter

Therapiebeginn/Therapieende

Therapielinie

Histologie des Tumors

Metastasen

Stadieneinteilung bei Erstdiagnose und UICC

Raucherstatus [nie/immer noch/aufgehort/aufgehort bei

Diagnosestellung]

Gewicht [kg]

Pathologie:

KRAS-Mutation

EGFR-Mutation

PD-L.1-Status

andere Mutationen

Klinische Symptome:

Myalgien

Fieber

Gelenkschmerzen

Nebenwirkungen die Atemwege und die Lunge betref-
fend
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andere Nebenwirkungen

Blutwerte:

G/L[10° pl/ 10° pl]

LDH [U/1]

CRP [mg/]]

CT-Bild Beurteilung:

GroBenverinderung

blurred appearance '

central brightening '

Abkiirzungen: G/L = Granulozyten/Lymphozyten; LDH = Lactatdehydrogenase; CRP = C-
reaktives Protein; KRAS = &irsten rat sarcoma virusy EGFR = epidermal growth factor receptor; PD-L1 =
programmed  death ligand 1; 'Pseudoprogress spezifische Phidnomene; ndhere Erlduterung im
Diskussionsteil: 4.1. Beurteilung des Therapieansprechens nach RECIST 1.1-Kriterien

2.3 Datenanalyse

In eine Excel-Datenmatrix wurden alle Variablen fiir die 68 Patienten aufgenommen. Bis auf
die Basisdaten und die Pathologie (siche Tabelle 4: Variablen fiir die Datenerhebung) wurden
die restlichen Werte und Besonderheiten entsprechend ihrem zweiw6chentlichen Zyklus er-
ginzt. Danach wurden die Werte der Lactatdehydrogenase (LDH), des C-reaktiven Proteins
(CRP), des Granulozyten/Lymphozyten (G/L) -Verhiltnisses, das Gewicht und die Tumot-
groB3e abhingig von ihrem Ausgangswert in prozentuale Wertverinderungen umgerechnet.

Dies ermdglichte eine grafische Darstellung in einzelne Verlaufsdiagrafiken.

2.4  Pathologische Analysen

Der Leitlinien entsprechend wurden Analysen beztiglich moglicher Mutationen im KRAS

(engl.: kirsten rat sarcoma virus) Protein und im EGF-Rezeptor durchgefihrt.

PD-L1-Proteinexpression wurde in Vorbehandlungsbiopsien mit einem immun-
histochemischen Assay unter Verwendung des Dako-Klons 28-8 ausgewertet. Die
angefirbten Priparate wurden unabhingig von Prof. Dr. med. H.-U. Schildhaus,
Universititsmedizin Gottingen, und Prof. Dr. med. J. Rischhoff, Pathologie Nordhessen
Uberpruft. PD-L1-Ergebnisse wurden als Prozentsatz der Tumorzellen (TPS-
Tumoranteilscore) und der Fliche des Immuninfiltrates, die PD-L1 unabhingig vom Ex-

pressionsgrad exprimieren, angegeben.
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2.5 Bewertung des Therapieansprechens nach den RECIST-Kriterien

Nach publizierten Empfehlungen und etablierter klinischer Praxis wurde zu Beginn der The-
rapie mit dem Checkpoint-Inhibitor und anschlieBend jeweils nach allen acht Wochen, das
bedeutet nach jedem 4. Zyklus mit dem Medikament, ein CT der Lunge des Patienten ange-
fertigt. Dabei wurde der Tumor und alle neuen Lisionen gemil3 den RECIST 1.1-Kriterien
nach Eisenhauser et al. bemessen und notiert (Eisenhauer et al. 2009). Dies erfolgte durch
den behandelnden Arzt Dr. med A. Rittmeyer, Oberarzt der pneumologischen Onkologie
der Lungenfachklinik Immenhausen. Die Tumorgrofie wurde im lingsten Durchmesser uni-
dimensional berechnet. Den RECIST 1.1-Kriterien folgend wurden alle neuen Lasionen in

die Grof3enbestimmung miteinbezogen.

Dabei ist zu beachten, dass die minimale GréBe einer Lasion dann als messbar gilt, wenn:
- sie im CT-Bild mindestens 10 mm betragt und die Dicke der CT-Schicht 5 mm nicht
uberschreitet
- mindestens 20 mm im Thoraxrontgenbild angezeigt sind
- eine 10 mm Lasion mittels eines Messschiebers durch klinische Untersuchung erfasst
wird (Lasionen, die nicht genau mit einem Messschieber gemessen werden kénnen,

sollten als nicht messbar aufgezeichnet werden)

Nach Eisenhauer et al. 2009 gelten folgende Regeln fiir nicht messbare Lisionen:

,»Alle anderen Lisionen, einschlief3lich kleiner Lisionen (laingster Durchmesser

<10 mm oder pathologische Lymphknoten mit > 10 bis <15 mm kurze Achse)
sowie wirklich nicht messbare Iisionen. Lisionen, die als wirklich nicht
messbar eingestuft werden, sind: leptomeningeale Erkrankungen, Aszites,
Pleura- oder Perikarderguss, entziindliche Brustkrankheit, lymphangitische
Beteiligung von Haut oder Lunge, Bauchmassen/Bauchorganomegalie, die
durch  korperliche  Untersuchung identifiziert wurden, die durch

reproduzierbare bildgebende Verfahren nicht messbar ist.*

Um das Ansprechen zu beurteilen, ist es notwendig, die Gesamttumorlast als Ausgangswert
zu Beginn einer onkologischen Therapie zu bemessen und dann als Vergleichswert fiir nach-

folgende Messungen zu verwenden.

Folgendes Bemessungsschema (siche Tabelle 5) mit entsprechenden Ansprechgruppen ist

nach Eisenhauer et al. etabliert und wurde folglich auch fiir diese Studie angewandt:
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Tabelle 5: Evaluation der Ziellisionen nach RECIST 1.1-Kriterien (Eisenhauer et al. 2009)

Ansprechgruppe Definition

Complete Response (CR) Es miussen alle Zielldsionen verschwunden
sein. Alle pathologischen Lymphknoten
miussen in ihrer kurzen Achse um <10 mm
verkleinert sein.

Partial Response (PR) Es ist eine Verkleinerung des Tumors um
mindestens 30 % in der Summe seines
Durchmessets zu erkennen. Als Referenz-
wert gilt hier die Baseline des Gesamt-
durchmessers.

Progressive Disease (PD) Der Tumor ist um mindestens 20 % in der
Summe aller Ziellasionen vergrof3ert. Als
Referenzwert wird die kleineste Summe
der Studie herangezogen.

Stable Disease (SD) Die Tumorverinderung kann weder mit
PD noch mit PR beurteilt werden.

Es gibt auch Nicht-Ziellisionen, die im CT-Bild messbar sein kénnen. Die Messung flief3t

dabei aber nur qualitativ in die Gesamtbeurteilung ein.

Nach den RECIST 1.1-Kriterien wird eine Re-Evaluation mittels eines bildgebenden Ver-
fahrens alle 6-8 Wochen empfohlen (FEisenhauer et al. 2009). Diese Zeitspanne soll abhingig
von der jeweiligen Therapie individuell bestimmt werden, sodass die Patienten in der Lun-

genfachklinik Immenhausen, die mit Nivolumab behandelt wurden, alle acht Wochen eine
CT-Aufnahme bekommen haben.

Wie eingangs bereits erldutert, ist die Bestimmung der TumorgréBe mit Hilfe der RECIST
1.1-Kriterien das einzig konventionelle Verfahren, um das Therapieansprechen der Immun-
therapie zu beurteilen. Als Konsequenz wurde die prozentuale Tumorgré3enverinderung im
Vergleich zum Ausgangswert als Grundlage fur die Einteilung der Pateinten in verschiedene
Ansprechgruppen in dieser Studie genutzt. In weiterer Folge war es méglich, innerhalb der
Gruppen sich wiederholende Parameter zu finden und in Bezug zum Ansprechen der Neo-
plasie zu setzen. Ebenso war es dadurch moglich innerhalb der verschiedenen Gruppen sig-

nifikante Unterschiede festzustellen.

2.6 Berechnung des Scores

Die erste Uberlegung war, dass die drei Blutparameter LDH, G/L-Index und CRP mit in die
Score-Berechnung einflieBen sollten, da anhand der Verlaufsgrafiken bereits Unterschiede

zwischen den Ansprechgruppen ermittelt werden konnten. Danach wurde festgelegt, dass
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Punkte zwischen 0 und 2 fir die Score-Ermittlung vergeben werden kénnen, um eine mog-
lichst simple und somit alltagstaugliche Score-Berechnung zu erhalten. Durch zunichst
optische Evaluation der Grafiken wurden die drei Bereiche fir 0, 1 und 2 Punkte mit pro-
zentualen Verinderungen vom Ausgangswert des jeweiligen Parameters begrenzt. Die CRP-
Wertverinderungen erwiesen sich als teilweise nicht sehr zuverlissig, da zum Beispiel wenig
schwerwiegende Erkiltungen eine drastische CRP-Wertschwankung fiir einen kurzen Zeit-
raum bedeuteten. Dies fiihrte zu der weiteren Ubetlegung, die Parameter mit einer Gewich-
tung bezlglich ihrer Genauigkeit zu multiplizieren. Im Fokus der statistischen Analysen
stand nun die Uberpriifung, ob eben genanntes Konzept auch signifikante Unterschiede
zwischen den Ansprechgruppen wiederspiegelt und ob sich der Score auch als pradiktiver

Score in einem frihen Therapiestadium eignet.

2.7  Statistische Auswertung

Zunichst wurde bei allen klinischen Parametern von Tag 15 bis 99 eine Interquartils-Berech-
nung fur die jeweiligen Ansprechgruppen durchgefiihrt, diese lie3 eine erste Einschitzung in
Hinblick auf den Zusammenhang zwischen Ansprechgruppen und Parametern zu. Um
weitere mogliche Beziehungen zwischen den Ansprechgruppe und den ausgewihlten Para-
metern zu erhalten, wurden Varianzanalysen (ANOVA (engl.: analysis of variance) und Chi-

Quadrat-Test) als zwei-seitige Tests fur alle deskriptiven Patientendaten durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Score-Qualitit wurde der Kruskal-Wallis ANOVA-Test mit
anschlieBendem Holm-Bonferroni-adjustierten Mann-U-Whitney Test berechnet. Das Sig-
nifikanzniveau wurde fir alle statistischen Tests auf Alpha = 5 % festgelegt und mit dem
SPSS Statistics, Version 24.0 herausgegeben 2016, IBM Corp., Armonk, NY durchgefiihrt.
Fir die Beurteilung der Validitit des Scores wurde zusitzlich die Sensitivitit und Spezifitat
mit dazugehorigen positiven und negativen Pridiktionswerten berechnet. Zuerst wurde ein
Cutoff-Score-Wert gewihlt, welcher sich aufgrund oben genannter Berechnungen und
darauffolgender grafischer Darstellungen als passend erwies. Hierbei ist die Sensitivitit
definiert als die Fahigkeit alle Patienten zu erkennen, die von der Therapie mit Nivolumab
profitieren. Eine hohe Spezifitit drickt sich dadurch aus, dass der Score die Patienten, die

nicht von der Therapie profitieren, richtig bestimmt.

Unter Assistenz von studentischen Hilfskriften im Rahmen des betreuten statistischen
Arbeitens im Institut fir Medizinische Statistik der Universititsmedizin Gottingen wurde mit
dem Programm Statistiksoftware R (Version 3.1.2, www.r-project.org) eine receiver-operating-
characteristic-Kurve (ROC-Kurve) mit dem Cutoff-Punkt iiber dem maximalen Youden-Index
angefertigt. Der Youden-Index fungiert hierbei als Giitekriterium fir den Score und
ermoglicht eine genaue Definition fiir den Cutoff-Score-Wert mit optimaler Sensitivitat und

Spezifitit.

Der Youden-Index berechnet sich wie folgt aus:



2 Material und Methoden 29

Youden-Index = Sensitivitit + Spezifitit -1

Die ROC-Kurve dient dabei der Visualisierung, um den bestmoglichen Cutoff-Punkt fir die

Score-Werte, abhingig von den Ansprechgruppen, zu finden.

Diese Ergebnisse wurden von Herrn Dr. Andreas Leha, Leiter der Zentrale Serviceeinheit
Medizinische Biometrie und Statistische Bioinformatik vom Institut fiir Medizinische
Statistik der Universititsmedizin Gottingen, nochmals tberpriift und tberarbeitet, sodass

folgende Schritte von diesem durchgefihrt worden sind.

Fir jede Ansprechgruppe wurden die klinischen Variablen separat durch den Mittelwert +
Standardbweichung kontinuierlich skaliert, oder durch die absoluten und relativen
Frequenzen nominell skaliert, zusammengefasst. Jede klinische Variable wurde zwischen den
Ansprechgruppen durch den entsprechenden Test verglichen (ANOVA, Fisher's exakter
Test oder Likelihood Ratio). Fir jeden potentiellen Biomarker wurde zu jedem Zeitpunkt
die Anderung vom Ausgangswert in Bezug auf die Basislinie berechnet. Die Entwicklung im
Laufe der Zeit wurde mit Hilfe von Median-Box-Plots, die Giber Linienplots tberlagert

wurden, visualisiert.

Um einen validen Test unabhingig von den tatsidchlichen Tagesdaten zu erhalten, wurden
die Werte der folgenden vier Tage: 57, 71, 85, 99 in die Analyse aufgenommen und spiegeln
die statistischen Trainingsdaten wider. Zusitzlich sind die Ausgangswerte am ersten
Therapietag von CRP, LDH, G/L-Index und die TumorgroBe sowie die TumorgréBe nach
acht Wochen Teil der Trainingsdaten.

Der trainierte Pridiktor besteht aus einer zweistufigen hierarchisch strukturierten ROC-
Analyse fir jede Variable der Trainingsdaten. In der ersten Stufe der ROC-Analyse wurde
die Antwortgruppe RPD von den anderen getrennt. In der zweiten Stufe wurde die Antwort-
gruppe OR von den tibrigen Gruppen SD und PsPr getrennt. In beiden ROC-Analysen
wurden die dem Youden-Index entsprechenden Cutoff-Werte verwendet. Fir jede Variable
erhalten Proben, die als RPD klassifiziert werden, null Punkte, Proben, die als SD oder PsPr
klassifiziert werden, einen Punkt und Proben, die als OR klassifiziert werden, zwei Punkte.

Diese Punkte werden gewichtet und zusammengefasst, um die Gesamtpunktzahl zu erhalten.

Um einen robusten und zuverldssigen Score-Test zu erhalten, der in der tdglichen klinischen
Routine verwendet werden kann, wurden mehrere Kombinationen von Parametern ausge-
testet. Das Ziel war hierbei die resultierende Punktzahl auf eine maximale Sensitivitit zu
optimieren, um diejenigen Patienten zu erkennen, die von einer Therapie mit Nivolumab
profitieren. Zunichst wurden die Score-Werte fiir die Tage 43 und 99 berechnet. An beiden
Tagen wurden die Punkte zwischen RPD und den anderen durch paarweise Mann-Whitney-
U-Tests verglichen. Die Klassifikation der RPD gegentiber der restlichen Ansprechgruppen

wurde mittels des Cutoffs von eben diesem Score durchgefiihrt, dies entspricht ebenso dem
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Youden-Index einer ROC-Analyse, welche dieser Score als Grundlage benutzt. Das
Potenzial dieses Pradiktors wurde mittels einer 10-fach wiederholten, geschichteten 10-fach
Kreuzvalidierung beurteilt. Die Auswertung erfolgte mit Daten aus der Basislinie und Tag
43. Die Ergebnisse geben die Genauigkeit, die AUC (engl.: area under the curve), sowie die

erreichte Sensitivitit bei einer Spezifitit von 50% wieder.

Das Gesamttberleben wurde tber zwei getrennte Cox-Regressionen analysiert: 1. die
Wirkung der Ansprech-Gruppe auf das Uberleben und 2. die Wirkung der abgeleiteten
Punktzahl am Tag 43 auf das Uberleben wurde analysiert. Kaplan-Meier-Kurven wurden

aufgestellt, um diese Effekte zu visualisieren.

Alle Analysen wurden mit R (https://www.R-project.org/) in Version 3.4.1. durchgefiihrt.

2.8 Ethik

Entsprechend der Deklaration von Helsinki gehort die Analyse von medizinischen Daten in
den Bereich der medizinischen Forschung und muss damit entsprechend der drztlichen
Berufsordnung einer Ethikkommision vorgelegt werden. Dieser Verpflichtung wurde nach-
gekommen. Die Ethikkommision der Universititsmedizin Gottingen dullerte  keine
Bedenken gegen die Durchfithrung dieser Studie (DOK_82_2016). Die Grundsitze des
Datenschutzes wurden dem Niedersichsischen und Hessischen Datenschutzgesetz

entsprechend eingehalten.


https://www.r-project.org/
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Zwischen dem 01. April 2015 und dem 30. September 2016 haben 68 Patienten mit der
Nivolumab-Therapie begonnen. Den vierten Zyklus Nivolumab und damit korrelierend das
erste Lungen-CT-Bild bekamen 51 Patienten (siche Abbildung 8). Um vergleichende
Analysen der Parameter basierend auf der TumorgroBBenverinderung durchfithren zu
konnen, wird diese CT-Bild Klassifikation nach dem 4. Zyklus benétigt. Somit sind alle
weiteren Berechnungen mit den Daten von 51 Patienten umgesetzt worden.
Dementsprechend stammen die Daten in Tabelle 6 von diesen 51 Patienten. Die deskriptiven
Werte sind anhand der Ansprechgruppen kategorisiert. Das Verfahren zur
Gruppenverteilung wird im Kapitel 3.2 CT-Messung genauer erldutert.

Patientenkohorte
n=068

1. Zyklus Nivolumab
ausgeschlossen: = 68

verstorben n=10 I

Verschlechterung des
Allgemeinzustandes/Me
tastasen n=7

ausgeschlossen:
verstorben n=14
Verschlechterung des

Allgemeinzustandes/Me
tastasen n=3

Stand&1.08.2017

|
4. Zyklus + 1.
Klassifikation nach
RECIST-Kriterien
n=>l ausgeschlossen

8. Zyklus + 2.
Klassifikation nach
RECIST-Kriterien

n= 46
|

verstorben n=5

|
12. Zyklus +
Klassifikation nach
RECIST-Kriterien

n=29

Abbildung 8: Flussdiagramm beztiglich des Therapiestatus der Patientenkohorte. Insgesamt
51 Patienten erhielten mindestens den vierten Zyklus Nivolumab mit dem dazugehdrigen

CT-Bild
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Tabelle 6: Deskriptive Daten der Patientenkohorte

Parameter

Skalenniveau

OR PsPr RPD SD p-Wert*
n 10 6 25 10
Alter 0.57
: e

i\gmel“’e“ BRZESY 68 + 12 67 % 11 70 5.2

xzj)lan (min; 61 (46; 80) 72 (52; 80) 66 (38; 85) 68(64; 77)
Altersgruppe 0.51

150, 601 300%) | 2(333%) | 3(120%) | 0(0.0%)

(60’70] 3 (30.00/0) 1 (16.70/0) 11 (44.00/0) 6 (600%))

(70, >70) 3 (30.0%) 3 (50.0%) 9 (36.0%) 4 (40.0%)
Geschlecht 0.03

v 8(80.0%) | 3(500%) | 7(280%) | 3(30.0%)

m 200%) | 3(50.0%) | 18(72.0%) | 7 (70.0%)
Histologie 0.20

ADC 700%) | 3(0.0%) | 10 (40.0%) | 4 (40.0%)

LCNEC 0 (0.0%) 1(167%) | 0(0.0%) 0 (0.0%)

PEC 3(30.0%) | 2(33.3%) | 15(60.0%) | 6(60.0%)
Raucher-
status o

nie 1 (10.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (10.0%)

aufgehort 6 (60.0%) 4 (66.7%) 17 (68.0%) 5 (50.0%)

anhaltend 3 (30.0%) 2 (33.3%) 8 (32.0%) 4 (40.0%)
Therapie-
Linie "

zweite 6 (60.0%) 3 (50.0%) 14 (56.0%) | 6 (60.0%)

drite 3(30.0%) | 2(33.3%) | 8(320%) | 2(20.0%)

vierte 0 (0.0%) 1(16.7%) 3 (12.0%) 2 (20.0%)

funfte 1 (10.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Therapie-
dauer o
[Wochen]

g 0,
lédgdlan O5%| -, (63.6 - 33.4 (24 - 16 (14 -20.3) | 36.6 (21.9
NA) NA) -NA)
cnge- 75+ 7.4 #1£105 | 17.7£1.7 | 435%76
schrinkter

Mittelwert * se
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Abkiirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease

SD = standard deviation, ADC = Adenokarzinom; LCNEC = Jarge cell neuroendocrine carcinoma; PEC =
Plattenepithelkarzinom; SE = standard error

* Klinische Parameter wurden auf signifikante Unterschiede (P-Wert) zwischen jeder Ansprech-
gruppe getestet. Der exakte Test von Fisher wurde fiir alle Variablen auBBer "Alter", das mittels einer
Einweg-Varianzanalyse getestet wurde, und "Therapiedauer”, die zensierte Fille enthilt und mit
einem Likelihood-Quotienten-Test zwischen dem Cox-Modell, welches die "Therapiedauer” beinhal-
tet, und einem Nullmodell.

T Therapiedauer bezieht sich auf die Daten vom 1. August 2017.

Die klinischen Parameter in Tabelle 6 sind vom Ausgangswert tiber den Mittelwert und
Standardabweichung oder durch die absoluten (relativen) Frequenzen innerhalb jeder
Ansprechgruppe (OR, PsPr, RPD, SD) zusammengefasst und auf signifikante Unterschiede
zwischen den Ansprechgruppen getestet. Der p-Wert wird in der letzten Spalte auf einem
Signifikanzniveau von <0,05 angegeben. Die Verteilung der Geschlechter innerhalb der
Ansprechgruppen ist mit einem p-Wert von 0,02 signifikant; gleichermallen unter dem
Signifikanzniveau befindet sich die histologische Verteilung. Dieses Ergebnis, zusammen mit
den weiteren pathologischen Erkenntnissen, wird im separaten Kapitel 3.5 Pathologie niher
untersucht. Der exakte Fisher-Test wurde fiir alle Variablen mit der Ausnahme von ,,Alter*
verwendet, das mit einem Einweg-ANOVA getestet wurde. Die ,, Therapiedauer in Wochen®
enthidlt zensierte Fille, da sich zum Zeitpunkt der Berechnung (01.08.2017) noch acht
Patienten verteilt auf die Gruppen OR, PsPr und SD in Behandlung befanden. Dieser
Parameter wurde deshalb mit einem Likelihood-Verhiltnis-Test zwischen dem Cox-Modell
einschlief3lich Therapiedauer und einem Null-Modell getestet. Es wird hier eine Signifikanz
zwischen den Gruppen von unter 0,001 erreicht. Sehr deutlich wird dies, wenn man zum
Beispiel die mittlere Therapiedauer der Objective-Response-Gruppe und der Real-
Progressiv-Disease-Gruppe naher betrachtet. Bei der OR-Gruppe haben wir eine erwartete
mittlere Therapiedauer von 75 Wochen und im Vergleich dazu hat die RPD-Gruppe eine

mittlere Therapiedauer von 17.7 Wochen.

3.2 CT-Messungen

Mit Hilfe der CT-Messung und der einhergehenden Evaluierung gemi3 den RECIST 1.1-

Kriterien konnten vier Ansprechgruppen unterschieden werden (siche Abbildung 9).

Per definitionem mit einem Tumorwachstum von mindestens 20 Prozent, sind 25 Patienten

in der Real Progressiv Disease (RPD, n = 25) Gruppe.

Zehn Patienten erlebten eine partielle Remission, sodass sie der Objective Reponse (OR, n

= 10) Gruppe zugeordnet wurden.
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Weitere zehn Patienten hatten weder eine Remission noch einen Progress und sind deshalb
nach RECIST 1.1-Kfriterien Stable Disease Patienten (SD, n = 10).

Die Patienten, die aufgrund der Nivolumab-Therapie einen Pseudoprogress hatten, konnten
erst nach der 2. CT Aufnahme eindeutig klassifiziert werden. Die Patientengruppe (PsPr, n
= 0) wies zunichst ein Tumorwachstum von tber 20 % auf und dann eine objektive Remis-

sion (= -30%) nach weiteren vier Behandlungszyklen.

RPD 49.0%

Abbildung 9: Patientenverteilung nach Ansprechmuster gemal3 RECIST-Kriterien

Abkirzungen: OR= Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease

Die Verlaufsgrafik in Abbildung 13 verdeutlicht die GréBenentwicklung der Neoplasie im
zeitlichen Kurs innerhalb der jeweiligen Ansprechgruppe. Die Verinderung ist immer im
prozentualen Bezug zum Ausganswert am 1. Messtag. Die Daten der Ansprechgruppen sind
farblich voneinander abgetrennt. Die Boxen geben die Interquartilsspannweite des unteren
Quartils (25%) bis zum oberen Quartil (75%) wieder, wobei der horizontale Strich in der
Mitte der Box dem jeweiligen Medianwert entspricht. Zu sehen ist ebenso der kleinste Wert
(unterer Whisker der Box) und der Maximalwert (oberer Whisker) fiir den jeweiligen Zyk-

lustag innerhalb einer Gruppe.

Bei zwei Patienten konnte im CT-Bild das Phinomenen des blurred appearance, also einer ver-
schwommen erscheinenden Tumormasse im CT-Bild, festgestellt werden. Central brightening
die hyperdense Verdichtung im Zentrum des Tumors im CT-Bild, trat bei keinem Patienten

auf.
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Abbildung 10: Prozentuale TumorgréBenverinderung verglichen mit dem Ausgangswert.
Auf der X-Achse ist der zeitliche Verlauf in Zyklen abgebildet

Abkiirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive dis-
ease; SD = Stable Disease; G/L = Granulozyten/Lymphozyten

3.3 Nebenwirkungen und klinische Besonderheiten

Hervorgehend aus den Ergebnissen anderer Studien, wurde vor allem auf die Symptome
Muskelschmerzen, Gelenkschmerzen, Fieber, Husten und Dyspnoe geachtet. Diese zeigten
aber im zeitlichen Verlauf keine signifikanten Verinderungen zwischen den vier Ansprech-
gruppen. Lediglich vier Patienten sprachen von starken Schulter- und Oberarmschmerzen,

welche aber ebenso nicht in Bezug zum Therapieansprechen gebracht werden konnten.

Unerwiinschte Ereignisse traten unabhingig von der Wirksamkeit von Nivolumab auf. Bei
6 von 51 Patienten traten sogenannte Immunsystem-bezogene Nebenwirkungen auf. Vier
Patienten entwickelten eine Pneumonitis (7,8%), zwei Patienten eine Kolitis (3,9%), ein Pa-
tient eine Nephritis (2%). Ein Patient etlitt gleichzeitig eine Kolitis und Pneumonitis, was
zum Absetzen von Nivolumab fithrte. Alle Nebenwirkungen konnten erfolgreich mit

Steroiden behandelt werden.

3.4 Pathologie

Der histologische Nachweis ergab bei 26 Patienten ein Plattenepithelkarzinom. Die weiteren

25 Patienten wiesen den Subtyp eines Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinoms ohne
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plattenepithelartige Differenzierung auf. Diese beiden primir vorliegenden Subtyp des Lun-
genkarzinoms konnen jeweils prozentuell aufgeteilt werden in die vier Ansprechgruppen.
(siche Abbildung 11 A und B)

SqCC nsNSCLC

ERPD ®mSD ®OR ®PSPr ERPD ®mSD ®OR ®PSPr

Abbildung 11 A: Patientenverteilung nach histologischen Subtypen. B: Tabelle mit prozen-
tualer Verteilung bei den jeweiligen histologischen Subtypen

Abkiirzungen: nsNSCLC = non squanos non-small cell lung cancer; SQCC = squamos cell lung cancer; OR =
Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Disease; SD = Stable
Disease

In Tabelle 7 wurde die Patientenkohorte in zwei Gruppen aufgeteilt, zum einen die OR- und
PsPr-Patienten und zum anderen die RPD- und die SD-Patienten. Den prozentual grofiten
Anteil macht hier die Gruppe der Plattenepithelkarzinome in der RPD- und SD-Gruppe.
Die Zwei-Wege Ubersichtstabelle war die Basis zur Berechnung eines Pearson Chi-Quadrat-

Tests.
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Tabelle 7: Zwei-Wege-Ubersichtstabelle mit Hiufigkeitenverteilung

tistische Evaluation der histologischen Subtypen

. Grundlage fiir die sta-

Histologie Ansprechgruppe: | Ansprechgruppe: | Gesamtzahl in
OR, PsPr RPD, SD der Reihe

nsNSCLC 1 14 25

Reihe % 44,00 % 56,00 %

Gesamt % 21,57 % 27,45 % 49,02 %

SqCC 5 21 26

Reihe % 19,23 % 80,77 %

Gesamtanzahl 16 35 51

Gesamt % 31,37 % 68, 63 % 100,00 %

Abktrzungen: nsSNSCLC = non squamos non-small cell lung cancer, SQCC = squamos cell lung cancer; OR =
Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Disease; SD = Stable

Disease

Der Pearson-Chi-Quadrat-Test zeigt hierbei (Chi-square=3.63, p=0,05669) einen numeri-

schen, aber nicht statistisch signifikanten Unterschied zwischen SqCC und nsNCSLC, wobei

die Patienten mit letztgenanntem dazu neigen, ein besseres Therapieansprechen vorzuweisen

und weniger eine progressive Erkrankung zu zeigen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Statistische Evaluation der histologischen Subtypen. Gruppenverteilung OR, PsPr

versus RPD, SD

Statistik Chi-square df= degrees of | p- Wert
freedom

Pearson Chi- 3,63 df=1 p=0,057

square

M-L Chi-square 3,70 df=1 p=0,055
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Die Verteilung des histologischen Subtyps in Bezug zum Alter, Geschlecht und Rauchersta-
tus wird in Tabelle 9 aufgezeigt. Die RPD-Gruppe weist die grofite Alterspanne auf und
beinhaltet auch die meisten Raucher, die trotz Diagnosestellung weiter Tabak konsumieren.

Es befindet sich jeweils ein Nichtraucher in der OR- und einer in der SD-Gruppe.

Tabelle 9: Verteilung der Patienten nach Alter, Geschlecht, histologischer Differenzierung

des Lungenkarzinoms und Raucherstatus

PsPr OR SD RPD

n=06 n=10 n=10 n= 25
Median des Alters | 72 61 68 66
und Alterspanne

(52-78) (46-80) (63-77) (38-84)
minnlich/weiblich | 3/3 2/8 7/3 18/7
Histologie
PEC 2 3 6 15
ADC 3 7 4 10
LCNEC 1 0 0 0
Raucherstatus
anhaltend 2 3 4 8
frither 4 6 5 17
nie 0 1 1 0

Abkirzungen: PEC = Plattenepithelkarzinom; ADC = Adenokarzinom; LCNEC = Jarge cell neuro-
endocrine carcinoma; OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive
Disease; SD = Stable Disease

Nach Isolierung der genomischen DNA und Amplifizierung der Exone 18, 19, 20 und 21
des EGFR-Gens mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wund anschlieBender
bidirektionaler Sanger-Sequenzierung konnte keine Mutation in einem der untersuchten
Lungen-karzinomgewebe festgestellt werden. Die Exon-2-Amplifikation, ebenfalls durch
eine PCR des KRAS-Gens, ergab, dass vier Patienten in der RPD-Gruppe und jeweils ein

Patient in der SD und ein Patient in der PsPr eine Mutation in diesem Gen besitzen.

Die immunhistochemische Firbereaktion mit dem Anti-PD-L1-Antikérper 28-8 wird fiir das
Tumorgewebe als tumor proportion score (TPS) angegeben und beschreibt die prozentuelle Ver-

teilung der sich immunologisch angefirbten Zellen. 18 der untersuchten Patientengewebe
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ergaben eine Firbung von <1% und koénnen somit als immunnegativ gewertet werden.
Davon befanden sich vier Patienten in der OR-, zwei in der PsPr-, sieben in der RPD- und
finfin der SD-Gruppe. Nur das Gewebe einzelner Tumor lassen sich in die >1% oder >50%
Immunhistochemie einordnen. Diese fast gleichmafBige Verteilung wird durch den nicht sig-
nifikanten Fisher’s exakte Test mit 0,48 widergespiegelt. Eine statistische Signifikanz ist beim
Parameter PD-L1-Expression der Immunzellen mit einem p-Wert von 0,03 erreicht worden.
Das peritumorale inflammatorische Stroma exprimiert PD-L1 somit innerhalb der An-

sprechgruppen unterschiedlich stark.

Tabelle 10: PD-L1-, KRAS- und EGFR-Status innerhalb der Ansprechgruppen

Rt R NG PsPs RPD SD p Wert*
niveau
PD-L1 TPS 0.48
[%]
<1%
4(66.7%) | 2(100.0%) | 770.0%) | 5(100.0%)
0
Z1% 1(16.7%) | 0 (0.0%) 1(10.0%) | 0(0.0%)
>50 %
1(16.7%) | 0 (0.0%) 2(20.0%) | 0(0.0%)
fehle 4 4 15 5
PD-L1IC 0.03
[%]
<1%
1(16.7%) | 0 (0.0%) 3(300%) | 5
(100.0%)
>1 %
5(833%) | 2(100.0%) | 7(70.0%) | 0(0.0%)
0
Z30% 0(0.0%) | 00.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
fehle 4 4 15 5
KRAS 033
MutExon2 4o 0000 | 160.0%) | 4(G7.1%) 1 (50.0%)
Wildeyp 4 1(50.0%) | 3@29%) | 1(50.0%)
(100.0%)
fehle 6 4 18 8
EGFR 1.00
mutiert 0(0.0%) | 0(0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Wildeyp 7 4(100.0%) | 9(100.0%) | 2 (100.0%)
(100.0%)
fehlt ; ) 6 .

Abkurzungen: PD-L1 = programmed death ligand 1, TPS = tumor proportion score; Mut = Mutation; IC =
immnncells; KRAS= kirsten rat sarcoma virus; EGFR = epidermal growth factor receptor; OR = Objective
Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Disease; SD = Stable Disease; * siche
Tabelle 6
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3.5 Klinische Parameter

Die zeitliche Entwicklung der ausgewihlten Parameter ist in den Abbildungen 12 bis 15 dar-

gestellt.

Um die relative Verinderung im Laufe der Zeit besser zu visualisieren, wurden, wie bereits
auch fiir die TumorgroBenverinderung, Boxplots verwendet. Diese Darstellung hebt die An-
derung vom relativen Ausgangswert zum Ausgangswert der verschiedenen Zeitpunkte in-

nerhalb der Antwortgruppen hervor.

Die Analyse der Verinderungen in der LDH-Grafik zeigt Unterschiede zwischen den vier
Ansprechgruppen mit einem kontinuierlich abnehmenden Niveau fir die OR-Gruppe (rote
Linie) und einem kontinuierlichen Anstieg fir diejenigen mit einem progressiven Tumor-
wachstum (graue Linie). LDH der SD- und PsPr-Gruppe bleiben im Laufe der Zeit unver-
andert (Abb. 15).

Hinsichtlich der Anderung des G/L-Index wurde fiir die PsPr- und die OR-Gruppe eine
kontinuierliche Abnahme sowie eine stetige Zunahme der RPD-Gruppe und keine wesent-
lichen Anderungen fiir die SD-Gruppe festgestellt (Abbildung 16).

In Abbildung 17 kann man die Verinderung des CRP-Wertes nachvollziehen. Der relative
prozentuale Unterschied zwischen den Gruppen ist im Vergleich zur LDH und G/L-Index
Kurve geringer. Dennoch sieht man, dass die Kurve der RPD-Gruppe tber die Zeit hinweg

vor allem im positiven Skalenbereich der x-Achse zu finden ist.

Zwar wirtkt es auf den ersten Blick, als wiitde es auch im Hinblick auf die
Gewichtsverinderung (Abbildung 15) deutliche Unterschiede geben, zu beachten ist hier
aber die angepasste y-Achsenskalierung. Zu sehen sind hier Wertschwankungen von wenigen

Prozentpunkten.
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Abbildung 12: Relative LDH-Wertverinderung im zeitlichen Verlauf innerhalb der jeweili-
gen Ansprechgruppen

Abkiirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease; LDH=Lactatdehydrogenase
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Abbildung 13: Relative G/L-Indexverinderung im zeitlichen Verlauf innerhalb der jeweili-
gen Ansprechgruppen

Abkiirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease; G/L-Index = Granulozyten/Lymphozyten
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Abbildung 14: Relative CRP-Wertveranderung im zeitlichen Verlauf innerhalb der jeweiligen
Ansprechgruppen

Abkurzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease; CRP=C-reaktives Protein
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Abbildung 15: Relative Gewichtsverinderung im zeitlichen Verlauf innerhalb der jeweiligen

Ansprechgruppen

Abkiirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease
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Abbildung 16: Therapieschema

Abkiirzungen: BL. = Baseline, CT-Bild bis 28 Tage vor Therapiebeginn

Fir die Etablierung des Scores sind die Tage 43, entspricht dem 4.Zyklus und somit dem 1.
vergleichenden CT-Bild und der Tag 99, somit der 8. Zyklus und das 2. CT-Bild wihrend
der Therapie, entscheidend (siche Abbildung 16).

Zur weiteren Veranschaulichung wurde eine Grafik mit Boxen erstellt, welche sich vom
25%- Quartil bis zum 75%- Quartil erstrecken (siche Abbildung 17 und 18). Der Median ist
durch einen horizontalen Strich darin markiert. Auch in dieser Darstellung ldsst sich der
kleinste Wert, — unterer Whisker der Box — und der grofite Wert, — oberer Whisker —
innerhalb einer Gruppe ermitteln; bzw. falls es Werte gibt, die nicht im Interquartilsbereich
zu finden sind, werden diese auf einer vertikalen Linie als Punkt ober- und unterhalb

angezeigt.

Diesem Schema folgend wurde noch eine Grafik mit den jeweils dazugehérigen Ausgangs-

werten angefertigt (siche Anhang).
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Abbildung 17: Prozentuale Verinderungen relativ vom Ausgangswert zum Ausgangswert an

Tag 43 ausgewihlter Parameter

Abkurzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease; CRP = C-reaktives Protein; LDH = Lactatdehydrogenase; G/L =
Granulozyten/Lymphozyten



3 Ergebnisse 47

0% 200%

800% o

. -4% 100%

400%

. . -8% 0%
- p—

OR PsPr SD RPD OR PsPr SD PsPr RPD

0,
200% 200%

100%

0% —_— e
0% * == — + * * 1 .
-100%
OR PsPr SD RPD OR PsPr SD RPD

Abbildung 18: Prozentuale Verinderungen relativ vom Ausgangswert zum Ausgangswert an

Tag 99 ausgewihlter Parameter

Abkurzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease; CRP = C-reaktives Protein; LDH = Lactatdehydrogenase; G/L =
Granulozyten/Lymphozyten

3.6 Score-Schema

Um die Aussagekraft der einzelnen Laborwerte im zeitlichen Verlauf weiter zu verbessern,
sind die Werte von LDH, CRP und der G/L-Index in einem einzigen Score zusammenge-
fasst. Der Score wurde retrospektiv unter Verwendung von Laborwerten, die am vierten und
achten Zyklus von Nivolumab (d.h. Tag 43 und 99) gesammelt wurden, berechnet (siche
Abbildung 17 und 18). Die beste Kombination stellt die Addition von LDH-, CRP- und
G/L-Index-Werten, LDH-, CRP- und G/L-Index-Verinderungen und die Verinderung der
Tumorgréfle im ersten CT-Scan nach Beginn der Nivolumab-Therapie dar. Am besten
bedeutet in diesem Fall, dass mit Hilfe von zweistufig hierachisch aufgebauten ROC-
Analysen, im Vergleich zu anderen Parameterkombinationen die héchste Sensitivitit von
92,3% erreicht worden ist (siche Abbildung 19). Da der G/L-Index ausgehend von seinem
Grundwert keinem linearen Trend folgt und dadurch keine Cutoff-Wert Bestimmung durch
die ROC-Analyse moglich war, wird der Ausganswert des G/L-Index nicht in die Score-
Berechnung einbezogen (sieche Tabelle 11).



3 Ergebnisse 48

Tabelle 11: Berechnung der Score-Punkte

Rele}.tive CRP-Wert <-0.6 0.6 <-02 >= 0.2
Verinderung

Relgpve LDH-Wert <-0.1 01<0 >=0
Verinderung

Rel?dve G/L-Index <-0.3 03 <01 ~=01
Verinderung

Relative ) ) <-0.1 01<0 ~=0
TumorgréBlenverinderung

Ausgangs CRP-Wert <5 5 < 604 =604
[me/1]

Ausgangs LDH-Wert [U/]] (< 150 150 < 207 ~= 207
Ausgangs Tumorgrofie| < 32 30 < 61 =61
[mm]

Abkurzungen: CRP = C-reaktives Protein; LDH = Lactatdehydrogenase; G/L = Granulozy-
ten/Lymphozyten

Die Berechnungen der ROC-Analyse ergaben zudem, dass die Sensitivitit optimiert werden
kann, wenn die jeweiligen Parameter mit einer spezifischen Gewichtung zu multipliziert wer-
den, um eine hohere Aussagekraft des jeweiligen Parameters fiir den Gesamtscorewert zu

erhalten. Folgende Faktoren wurden ermittelt:

Tabelle 12: Gewichtung der Parameter

Tumorgrofle 1.0
CRP 0.5
LDH 2.0
G/L-Index 1.0

Abkiirzungen: CRP=C-reaktives Protein; LDH=Lactatdehydrogenase; G/L =Granulozy-
ten/Lymphozyten



3 Ergebnisse 49

3.7 Pradiktion des Therapieansprechens mit Hilfe des Scores

Die ROC-Analyse mit den ausgewihlten Parametern weist mit einer Sensitivitit von 92,3%
jene Patienten nach, die nach nur vier Zyklen tatsichlich von Nivolumab profitierten
(Abbildung 19). Hierbei ist die Sensitivitit definiert als die Fahigkeit alle Patienten zu
erkennen, die von der Therapie mit Nivolumab profitieren. Die ROC-Analysen sind mit
einer festgelegten Spezifitit von 0,50 durchgefiihrt worden. Fir die ROC-Kurve mit der

hochsten Sensitivitit erhilt man eine AUC von 0,80.

Die grauen Linien zeigen das Ergebnis in jeder Wiederholung der ROC-Analyse an. Die
durchgezogene schwarze Linie ist die Konsens ROC-Kurve tber alle 10 Wiederholungen
hinweg. Der Youden-Index der Konsens ROC-Kurve ist mit einem Punkt markiert. Die
Fliche unter der Kurve der Konsens ROC-Kurve sowie die Sensitivitit und Spezifitit am

Youden-Index sind in der unteren rechten Ecke der Kurven angegeben.
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Abbildung 19: Zweistufig hierarchisch aufgebaute ROC-Analysen zur Validierung des Scores

als Pradiktor

Abkiirzungen: CRP = C-reaktives Protein; LDH = Lactatdehydrogenase; G/L = Granulozy-
ten/Lymphozyten; AUC = area under the curve; CN' = cross validation

Die Klassifizierung in RPD gegeniiber den anderen Ansprechgruppen erfolgt tiber einem

Cutoff des Scores, welcher dem Youden-Index einer ROC-Analyse mit der jeweiligen Score-

Punktezahl entspricht. Die Abgrenzung zur Unterscheidung von Patienten mit RPD von

denen, die von Nivolumab profitieren (SD, OR und PsPr) liegt bei einem Cutoff-Wert von
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5,5. Das bedeutet, dass der Score einen Patienten in die RPD-Gruppe klassifiziert, sobald

dieser unter einen kumulativen Score-Wert von 5,5 kommt.

An beiden Tagen (43 und 99) wurden die Punkte zwischen RPD und den anderen Gruppen
durch paarweise Mann-Whitney-U-Tests verglichen (Abbildung 20). Die Holm-angepassten
p-Werte aus den paarweisen Vergleichen mit RPD unter Verwendung des Mann-Whitney-
U-Tests sind in der Grafik aufgefithrt. Die Score-Punktzahl spiegelt die Unterschiede zwi-
schen der RPD- und der OR-Gruppe am Tag 43 und 99 (p = 3,4 * 10~ und p = 0,00022)
wieder. An Tag 43 war der Score statistisch hoher fiir die PsPR-Gruppe als fiir die RPD-
Gruppe (p= 0.051). Dieser Trend, dass sich die beiden Gruppen signifikant unterscheiden,
wird am Tag 99 mit einem p-Wert von 0,02 verstiarkt. Die Medianwerte der RPD- und PsPR-
Gruppe unterschieden sich am Tag 43 mit einem Score von 3,5 fir RPD- und 5,5 fiir die
PsPr-Gruppe. Am Tag 99 erhohte sich die Differenz zwischen den beiden Gruppen mit 3
Score-Punkten fir die RPD-Gruppe und 6 Score-Punkten fiir die PsPr-Gruppe.

In Abbildung 21 sind alle Score-Punkte der jeweiligen Ansprechgruppen in Form eines Siu-
lendiagramms aufgelistet. Die fehlende Siule bei der PsPr-Gruppe an Tag 43 bedeutet, dass
genau fiir diesen Tag einzelne Parameter nicht vorhanden sind, sodass dieser Patient fiir
diesen Tag nicht in die Berechnung miteinbezogen werden konnte. Die zusammengefassten
Score-Punkte innerhalb einer Gruppe wurden mit RPD als Referenz verglichen. Alle Patien-
ten, die von der Nivolumab-Therapie profitieren (SD, PsPr und OR), zeigten héhere Werte
als die Patienten mit RPD. Als Ergebnis des Cutoff-Werts von 5,5 wurden alle Patienten in
der OR-Gruppe (10/10) korrekt fir den Tag 43 klassifiziert, vier von funf waren in der PsPt-
Gruppe korrekt vorhergesagt, ebenso waren acht von zehn Patienten in der SD-Gruppe
oberhalb des Cutoff von 5,5 korrekt klassifiziert. Es wurden nur vier Patienten in der RPD-
Gruppe (4/25) filschlicherweise als falsch positiv kategorisiert.
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Abbildung 20: Vorhergesagte Werte fiir (A) Tag 43 und (B) Tag 99 werden separat fiir jede
Ansprechgruppe angezeigt. Die P-Werte spiegeln die Vergleiche mit der RPD-Gruppe unter
Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests wider (Holm adjustiert)

Abkurzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease



3 Ergebnisse 53

12
10

Patient

Score
S o N N o)) o]

o N O~ OO

Abbildung 21: Score-Punkteverteilung gemal3 den verschiedenen Ansprechgruppen an Tag
43 und 99

Abkurzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease

3.8 Uberlebensanalyse

Die Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen den RPD- und OR-Gruppen (Hazard-Ratio [HR] =
0,13, 95%-Cl 0,03-0,56; P <0,01) (Abbildung 21). Die Hilfte der Patienten in der RPD-
Gruppe starb weniger als 26 Wochen nach Beginn der Nivolumab-Behandlung. Zum Zeit-
punkt der endgiiltigen Uberlebensanalyse (Stichtag: 1. August 2017) war ein Patient in der
OR-Gruppe ein Jahr nach Beginn der Behandlung mit Nivolumab verstorben. Linger als ein
Jahr nach Nivolumab-Therapiebeginn waren acht Patienten am Leben, und ein neunter Pa-
tient lebte auch 341 Tage nach Beginn der Behandlung mit Nivolumab, dieser musste jedoch
aufgrund des Stichtags zensiert werden. In den anderen Ansprechgruppen waren 70% (SD),
66,7% (PsPr) und 24% (RPD) der Patienten noch nach einem Jahr am Leben (Abbildung
22).

Die Hazard-Ratio fiir Patienten in der OR-Gruppe im Vergleich zu denen in der RPD-
Gruppe betrug 0,13 (P = 0,006) (Abbildung 23). Zum Zeitpunkt des Stichtages haben 23

von 51 Patienten gelebt, wohingegen 28 bereits verstorben waren. Dies ist in der Abbildung

23 an n. event = 28 abzulesen.



3 Ergebnisse 54

A

1.00-| HF— -
+:_+_ %
* - _ — I | N
SO S |- -
4+ (-
0.75 - + | :
‘ I I
+ S I
L 4 + =+
X | =+ 4
> +.. *ot-
= + l
5 0.50 - ++ i
_g " Mmoo + 4+
o +
g + ... +
g 025+ Sirata T T e -+
n ~ OR (n=10)
—+ PsPr (n=6)
<0.01
-+ RPD (n=25) P
0.00-| ¥ SD(n=10)
0 182 364 546 728
Time [days]
OR| 10 10 8 2 1
PsPr 6 5 4 2 0
RPD 25 12 6 3 0
sb| 10 9 7 2 0

Abbildung 22: Uberlebenszeitanalyse entsprechend den einzelnen Ansprechgruppen

Abkirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-
ease; SD = Stable Disease
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Abbildung 23: Hazard-Ratio der Uberlebenswahrscheinlichkeit innerhalb der Ansprechgrup-
pen im Verhiltnis zur RPD-Uberlebenswahrscheinlichkeit

*P<0.05; **P<0.01; Abkiirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD =
Real Progressive Disease; SD = Stable Disease

In Abbildung 24 wird eine Kaplan-Meier-Kurve gezeigt, welche als Grundlage nicht die An-
sprechgruppen nach radiologischer Klassifizierung durch die RECIST 1.1-Kriterien verwen-
det, sondern nur den vorgeschlagenen Score zur Berechnung des Gesamtiiberlebens einsetzt.
Dies bedeutet, dass der Cutoff des Scores festlegt, ob ein Patient in der RPD oder in der
nonRPD Gruppe ist und dies legt wiederum das pridiktive Ubetleben fest. Auch hier erkennt
man einen statistisch signifikanten Unterschied im Gesamtiiberleben bei Patienten (SD, PsPr
und OR) gegentiber denen in der RPD-Gruppe (HR = 2,61, 95%-Cl 1,22 bis 5,60; P = 0,01).

Wie bereits in der Abbildung 21 ersichtlich, fehlen fiir einen Patienten aus der PsPr-Gruppe
Laborparameter fir den Tag 43, sodass auch hier fiir die priadiktive Berechnung des Uberle-

bens nach Kaplan-Meier nur 50 Patienten in Frage kommen.
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Abbildung 24: Uberlebenszeitanalyse durch RPD-Vorhersage

Abkiirzungen: RPD = Real Progressive Disease; HR = Hazard-Ratio; CI = confidence interval
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4 Diskussion

Nach Literaturrecherchen ist diese Studie bis dato die einzige, die mit Hilfe von Laborpara-
metern und der TumorgréBenverinderung in einem frihen Therapiestadium das immun-
onkologische Therapieansprechen bewertet. In dieser Untersuchung war es moglich, die Pa-
tientengruppe mit positivem Ansprechen signifikant abzutrennen von den Patienten, die ei-
nen Progress erlebten. Bislang gibt es keinen zuverlassigen pradiktiven Test, der dies ermog-
licht. Es konnte gezeigt werden, dass der hier etablierte Score, trotz unklarer radiologischer

Verinderungen, Therapieversagen von Therapieansprechen signifikant unterscheiden kann.

Anderungen in LDH, CRP und dem G/I-Index spiegeln das Ansprechen auf die Check-
point-Inhibition bei Patienten wider. Da nur ein geringer Teil, ungefihr 20%, aller behandel-
ten Patienten auf die Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren anspricht, ist es wichtig, Wege zu
finden, die Wirksamkeit wihrend der Behandlung zu iiberwachen (Chen und Mellman 2017;
Moya-Horno et al. 2018).

Aullerdem kann das Phinomen der Pseudoprogression zu mehrdeutigen radiologischen Er-
gebnissen und als Folge zu falschen Schlussfolgerungen beziiglich der Wirksamkeit der The-
rapie fithren (Solinas et al. 2017; Schliep et al. 2018).

Der Score wird durch die signifikanten Ergebnisse der ROC-Kurvenanalysen sowie die wei-
teren Analysen mit dem Mann-Whitney-Test und der differenzierten prognostizierten Ubet-
lebenszeitanalyse der einzelnen Ansprechgruppen gestiitzt. Es konnte folglich nachgewiesen
werden, dass relative Verinderungen im Zeitverlauf die unterschiedlichen Ansprechmuster

mit hoher Sensitivitit widerspiegeln.

4.1 Bewertung des Therapieansprechens nach RECIST 1.1-Kriterien

Die Annahme von Wolchok et al. 2009, dass Pseudoprogression mit einer Haufigkeit von
ungefihr 10% auftritt und somit eine nicht seltene Erscheinung darstellt, wird in dieser Stu-
die bestitigt. Dabei muss eingerdumt werden, dass die Haufigkeit der Pseudoprogression
ebenso wahrscheinlich von dem Intervall abhingt, das fir CT-Kontrollen gewihlt wurde. Es
konnte ebenso eine frithe Pseudoprogression nachweisen werden, die nur an den Réntgen-
aufnahmen zwischen dem zweiten bis vierten Zyklus der Nivolumab-Therapie sichtbar war
und dann bis zur ersten CT-Kontrolle in eine partielle Remission bzw. eine stabile Erkran-
kung tGberging (siche Abbildung 25 und 26). Andere Ansprechreaktionen wie eine Hyper-
progression konnten nicht beobachtet werden (Nasseri et al. 2014; Champiat et al. 2017).
Ebenso konnten keine weiteren radiologischen Erscheinungen wie der blurred appearance oder
dem central brightening mit dem Pseudoprogress in dieser Studie in Beziehung gebracht werden
(Kato et al. 2017; Wang et al. 2017).
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Abbildung 25: Schnelle Pseudoprogression bei einem Patienten mit einer Zunahme der Tu-
morgrole nach einem Zyklus von Nivolumab (Tag 1), gefolgt von kontinuierlichem
Schrumpfen bei den Zyklen 2 bis 4 (Tage 15, 29 und 43).
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Abbildung 26: Linker Hemithorax (gleicher Patient wie in Abb. 25) vor dem ersten, zweiten,
dritten und vierten Zyklus von Nivolumab (Tage 15, 29 und 43). Zum Zeitpunkt des ersten
Computertomographie-Scans (Tag 1) ist das Ansprechen ein partielles Ansprechen gemal3

RECIST 1.1 und ein objektives Ansprechen gemil3 unseren vier Gruppen.

Wolchok et al. 2009 waren die ersten, die nach den Standard RECIST 1.1 von Eisenhauer et
al. 2009 eine adaptierte Bemessung von soliden Tumoren unter Immuntherapie vorschlugen.
Diese bidimensionale Beurteilung des Tumors wurde durch weitere Anderungen von
(Nishino et al. 2014) durch unidimensionales Messen der Lisionen im Jahr 2014 abgelost.
Dennoch blieben RECIST 1.1-Kriterien nach Eisenhauser et al. bis heute als Standard erhal-
ten, da sich die anderen Methoden als fehleranfillig erwiesen. Trotzdem kénnen in frithen
Therapiestadien besondere Ansprechmuster nicht erklirt werden, sodass Seymour et al. 2017
neue Ansitze vorstellt. In der Tabelle 13 sind alle Patienten aus dieser Studie aufgelistet und
nach dem neuen Schema von Seymour et al. in ithrem Therapieansprechen kategorisiert. In
der Spalte ganz rechts ist die Klassifizierung nach RECIST 1.1, welche die Grundlage fiir die

hier vorliegenden Ergebnisse darstellt und als Vergleichsvorlage dient.

Das Prifix steht fiir das englische zzmune und soll zu erkennen geben, dass es sich um ein

Schema speziell fir Tumore unter Immuntherapie handelt.

Als neue Klassifikationsgruppen, neben den bekannten: iCR = Complete Response, iCPD =
Complete Progression, iPR = Partial Response, iSD = Stable Disease, gibt es nun die Gruppe
iUPD = Unconfirmed Progression. In diese Kategorie gelangen alle Patienten, bei denen der
Tumor nach mindestens vier Wochen um >20% gewachsen ist. In diesem Moment kann
man noch nicht definitiv von echtem Progress sprechen. Danach kommt es zu weiteren ra-
diologischen Untersuchungen und erst dann kann die Stufe der ,,unbestitigten Progression

verlassen werden und der Tumor wird nun weiter je nach GroéBenverinderung definiert. Bei
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weiterem Wachstum in die iCPD-Gruppe, bei stabiler Grof3e in die iSD-Gruppe und bei
deutlicher GréBenminderung um 50% in die iPR- bzw. iCR-Gruppe. Diese neue Kategori-
sierung nach Seymour et al. geht auf den problematischen Sachverhalt einer moglicherweise
unentdeckten Pseudoprogression ein und bietet neue Beschreibungsméglichkeiten, ebenso
ermoglicht es dem Therapeuten eine scheinbar bedenkenloses Abwarten bis zum nichsten
CT-Bild, dennoch bleibt die Kernproblematik, dass man im frithen Therapiestadium anhand
bildgebender Verfahren nicht sicher beurteilen kann ob es sich um einen echten Progress
oder einen Pseudoprogress handelt. Im konkreten Fall, welcher in Tabelle 13 dargestellt ist,
wiurde dies bedeutet, dass bei drei der fiinf Pseudoprogress Patienten erst nach dem 16. Zyk-
lus deutlich wird, dass diese von der Therapie profitieren. Bis zu diesem Zeitpunkt wiirden
sie in die Kategorie iUPD fallen. Im Umkehrschluss bedeutet das, dass diese Patienten 16
Zyklen lang ebenso wie bisher nach dem Ermessen des behandelnden Arztes weiter mit
Checkpoint-Inhibitoren behandelt werden. Wenn die Therapie bereits nach dem 8. Zyklus
abgesetzt worden wire, da man erneute Lisionen oder ein Groflenwachstum von =25 mm
beobachtete und somit von einem gesicherten progressiven Verhalten des Tumors ausgeht
(CPD), hitten diese Patienten nicht mehr die Moglichkeit die vergleichsweise nebenwir-
kungsarme Therapie fortzufithren. Die zwei anderen Pseudoprogress Patienten aus dieser

Studie, wiren nach dem 8. Zyklus in die Gruppe Stable Disease kategorisiert.

Tabelle 13: Vergleich von RECIST 1.1(Eisenhauer et al. 2009) und iRECIST (Seymour et al.
2017) anhand des vorliegenden Patientenkollektivs

Patienten- | Nach dem | Nach dem | Nach dem | Best overall | Best overall
nummer 4. Zyklus 8. Zyklus 16. Zyklus | An- Ansprechen
sprechen
nach nach
iRECIST | RECIST 1.1
1 iSD iSD iPR iPR OR
2 iPR iCR iCR iCR OR
3 iSD iSD iSD RPD
4 iPR iPR iPR iPR OR
5 iPR iPR iPR iPR OR
6 iSD iSD iSD SD
7 iUPD iCPD iCPD RPD
8 iUPD iCPD iCPD RPD
9 iUPD iUPD iPR iPR PsPr*
10 iUPD iUPD iPR iPR PsPr*
11 iSD iSD RPD
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Patienten- | Nach dem | Nach dem | Nach dem | Best overall | Best overall
nummer 4. Zyklus 8. Zyklus 16. Zyklus | An- Ansprechen
sprechen
nach nach
iRECIST | RECIST 1.1
12 iSD iUPD iCPD RPD
13 iUPD iUPD iISD iISD PsPr*
14 iSD iUPD iCPD RPD
15 iUPD iCPD iCPD RPD
16 iISD iUPD iCPD RPD
17 iSD iSD iSD iSD SD
18 iSD iUPD iCPD RPD
19 iISD iSD iISD SD
20 iSD iUPD iCPD RPD
21 iSD iUPD iCPD RPD
22 iISD iSD iISD iISD SD
23 iSD iSD 1ISD 1ISD SD
24 iSD iUPD iCPD RPD
25 iUPD iCPD RPD
26 iSD iSD 1ISD 1ISD SD
27 iPR iPR iPR iPR OR
28 iUPD iCPD iCPD RPD
29 iPR iPR iPR iPR OR
30 iISD iISD 1ISD 1ISD SD
31 iISD iISD RPD
32 iUPD iSD iPR iPR PsPr*
33 1ISD iISD iUPD iSD SD
34 iISD iUPD iCPD RPD
35 iUPD iISD iPR iSD PsPr*
36 iUPD iCPD iCPD RPD
37 iISD iPR iPR iPR OR
38 iUPD iCPD iCPD RPD
39 iISD iISD iISD SD
40 iUPD iCPD iCPD RPD
41 iUPD iISD iSD iSD PsPr*
42 iISD iUPD iCPD RPD
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43 1iUPD 1CPD RPD
44 PR PR PR PR OR
45 1ISD iPR iPR OR
46 iISD iISD RPD
47 1UPD 1CPD iCPD RPD
48 iUPD iCPD i1CPD RPD
49 iISD iUPD iCPD RPD
50 1ISD iPR iPR OR
51 iISD 1iPR 1iPR SD

Prifix ,,i” indiziert Immunantwort gemil} iRECIST; ohne ,,i” gemil3 RECIST 1.1 evaluiert;
RECIST = response evaluation criteria in solid tumors; iICR = Complete Response; iCPD = Complete
Progression; iPR = Partial Response; iSD = Stable Disease; iUPD = Unconfirmed Progression;
*PsPr = Pseudoprogression Patienten im Vergleich

4.2  Einschitzung der verwendeten Laborwerte

Die ausgewihlten Laborparameter sind bereits zuvor als prognostische oder pridiktive Mar-
ker in der Krebstherapie beschrieben worden. G/L-Index von > 2, CRP-Wert> 0,5 mg/dl,
sowie hohe LDH sind statistisch als unglnstig prognostiziert (Lee et al. 2011; Aref und
Refaat 2014; Yamaguchi 2016; Yu et al. 2017).

Einige Parameter, welche nach Auffassung von Yamaguchi 2016 zur Therapieprognose bei-
tragen, sind in Tabelle 14 aufgelistet. Diese Parameter wurden aber noch nie retrospektiv an
einer grofleren Patientenkohorte tiberpriift. Ebenso wenig existiert mit den aufgelisteten Pa-

rametern ein pradiktiver Score.
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Tabelle 14: Einschitzung von Biomarkern nach Yamaguchi (20106)

Lokalisation Biomarker
Positiv Negativ
In der niheren | CD8 T-Zellen In- - Treg Zellen
Umgebung dlleztien - PD-L1 Expression auf den Tumorzellen
Systemisch Lymphozytenzahl > | - Lymphozytenzahl < 1,000
1,000 G/L22
- CRP > 0.5 mg/dl
- Treg Zellen

Abkiirzungen: Treg Zellen = regulatorische T-Zellen; PD-L1= programmed death ligand 1, G/L = Gra-
nulozyten/Leukozyten; CRP = C-reaktives Protein;

Kurzlich fanden Bagley et al. 2017 heraus, dass der G/L-Index zu Beginn der Therapie als
Marker dienen kann, der das Ansprechen auf Nivolumab unter Verwendung eines Werts von

5 als Cutoff vorhersagt.

Die Ergebnisse dieser Patientenkohorte konnten keinen G/L-Index-Cutoff von 5 unterstiit-
zen, da die Ansprechrate bei finf Patienten in jeder Gruppe mit einem G/L-Index zu Beginn
sowohl unter als auch tber 5 lag (siche Abbildung 1 im Anhang). Zusitzlich verwendeten
Bagley et al. keine standardisierte RECIST-Auswertung, wihrend bei dieser Untersuchung

alle Patienten nach RECIST 1.1 ausgewertet wurden.

Bereits 2010 konnte in einer koreanischen Studie mit tiber 80000 Patienten, welche sich in
einem Gesundheitsférderungszentrum eines Allgemeinkrankenhauses in Therapie verschie-
dener Krankheiten befanden, festgestellt werden, dass die 729 Krebspatienten ein signifikant
erh6htes CPR aufwiesen (Lee et al. 2011). Eine weitere Untersuchung ergab, dass die GréBe
des Tumors mit der Erhéhung des CRP-Spiegels korreliert (Aref und Refaat 2014). Diese
Beobachtungen kénnen mit den hier vorliegenden Ergebnissen untermauert werden. Bereits
der Ausgangswert des CRP in der RPD-Gruppe war im Vergleich zu den anderen Gruppen
signifikant erhoht (siehe Abbildung 1 im Anhang). Der oberhalb der Normwerte liegende
CRP-Spiegel wurde fir die RPD-Gruppen auch an den darauffolgenden Untersuchungsta-
gen festgestellt (siche Abbildung 14,17 und 18). Im Gegensatz dazu war das CRP-Niveau fiir
die Gruppe mit positivem Ansprechen, also die OR-Gruppe, von Therapiebeginn an niedri-
ger, sank aber im zeitlichen Verlauf zusitzlich um bis zu 10% des Ausgangswertes (siche
Abbildung 14). Trotz dieser Korrelation zwischen CRP und Tumorgréfie hatten einige Pati-
enten einen nicht krebsbedingten Infekt — einer ebenso aus der Pseudoprogressgruppe —
sodass die pridiktive Reliabilitit in Frage zu stellen ist und als Konsequenz eine Gewichtung

von 0,5 beim CRP-Wert fur den Score verwendet wurde.
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Bei der Lactatdehydrogenase handelt es sich zunichst um einen Parameter, der im Zusam-
menhang mit Gewebsschadigung einhergeht, diese kann durch verschiedene Krankheitsbil-
der, aber eben vor allem durch Tumorerkrankungen im Blut erthoht sein (Furger 2014). Ak-
tuelle Studien bestitigen, dass LDH als prognostischer Faktor sowohl fir das progressions-
freie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben eine erhebliche Rolle spielt (Cacho-Diaz
et al. 2018; Mezquita et al. 2018). Auch hier decken sich die Aussagen mit den retrospektiven
Beobachtungen dieser Studie. Wie in Abbildung 12 zu erkennen, verhalten sich RPD-Gruppe
und OR-Gruppe gegenlaufig zu einander; wihrend der LDH-Spiegel in der RPD-Gruppe
um bis zu 20% steigt, sinkt er in der OR-Gruppe um mehr als 10%.

4.3 Bedeutung der pathologischen Merkmale der Patienten

Es wurde in der Studie kein Patient mit einer zielgerichteten Treibermutation wie EGFR,
ALK oder MET behandelt (Von Laffert et al. 2013; Schildhaus et al. 2015; Petersen et al.
2017). So sind 22 Patienten auf eine EGFR-Mutation analysiert worden, die lediglich den
Wildtypen aufweisen (siche Tabelle 10). Dies ist nicht als Nachteil zu werten, da Studien
angeben, dass sich die Immuntherapie bei Patienten mit einer EGFR-Mutation als weniger
wirksam erweist und die Patienten keinen Vorteil im Gesamtiiberleben zeigen (Lee et al.
2017; Petersen et al. 2017; Rangachari et al. 2017).

Da Nivolumab im Juli 2015 in der EU fir das Plattenepithelkarzinom und im April 2016 fir
nicht-plattenepitheliale NSCLC zugelassen wurde, umfassten die Daten der Kohorte eine
groBBere Anzahl von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen als erwartet. Es sind nur wenige
Patienten mit Nicht-Plattenepithelkarzinomen behandelt worden, folglich noch weniger
Patienten mit einer nachweisbaren KRAS-Mutation vorliegen (siche Abbildung 9 und 10).
Von diesen mit einer KRAS-Mutation assoziierten Patienten ist ein Patient in der PsPr-
Gruppe, vier hatten einen echten Progress und ein Patient mit einem stabilen Krank-
heitsverlauf (siche Abbildung 10); daher konnten die vorausgegangen Beobachtungen ande-
rer Studienergebnisse, dass Patienten, die mit einer Immuntherapie behandelt werden und
eine KRAS-Mutation haben, ein positives Ansprechen im Vergleich zu den Kontrollgruppen
ohne Mutation zeigen, nicht reproduziert werden (Kempf et al. 2016; Kim et al. 2017).

Als weiteres pathologisches und fuir diese Studie bedeutsames Merkmal ist der PD-L1-Status
der Patienten. Zunichst ist es allgemein schwierig zu beurteilen, ob PD-L1 als pridiktiver
Parameter von Bedeutung ist. Zum einen gibt es kein international einheitliches Farbever-
fahren, welches die Vergleichbarkeit der Daten erleichtert, zum anderen sind die Auswert-
kriterien unterschiedlich. Es ist auch denkbar, dass obwohl beide Kriterien Farbemethode
und Auswertkriterien einheitlich verwendet wurden, die Ansprechraten innerhalb der Or-

gansystem oder Adenokarzinom versus Plattenkarzinom variieren (Kerr et al. 2015).

Ein Ansatz, um das Problem der inhomogenen Firbemethode zu beseitigen, war die Durch-
fihrung einer Studie wie der ersten deutschen Harmonisierungsstudien fir die PD-L1-IHC

(engl.: programmed death ligand 1 immunobistochemistry) (Scheel et al. 2016; Scheel et al. 2018).
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Bereits 2015 hat Borghaei et al. in seiner Phase-111-Studie den Dako 28-8 pharmDx Antikor-
per zur Farbung der Lungentumorzellen verwendet. Nach dieser Erprobung bleibt fiir das
PD-L1 IHC Assay beim Nicht-Kleinzelligen Bronchialkarzinom unter Nivolumab-Therapie
weiterhin der Dako 28-8 pharmDx Antikérper als Standard, welches ebenso in dieser Studie
Anwendung fand.

Die Expression des PD-L1 auf Tumorzellen als prognostischer Marker wird unterschiedlich
gewertet. So beschreibt Yamaguchi 2016, dass PD-L1 ein negativer prognostischer Wert fiir
das Ansprechen der Immuntherapie und das Gesamtiiberleben ist (siche Tabelle 14). Diese
Annahme wird schon ein Jahr vorher durch eine Studie mit 870 Patienten untermauert (Qin
et al. 2015). Hierbei muss aber hervorgehoben werden, dass es sich bei der Studie um die
Immuntherapie beim Brustkerbs handelt und die immunhistochemische Firbung mit
Ventana durchgefiihrt worden ist. Die IHC Assays mit Dako 28-8 oder 22C3 unterscheiden
sich von der Ventana SP142 bzw. SP263 in der Beschreibung der Membran, des Zytoplas-
mas, der Proportion und Intensitit der PD-L1-Expression auf Tumorzellen, sodass man die

Ergebnisse nur mit Einschrinkungen vergleichen kann (Scheel et al. 2016).

Anders beschreiben grof3e, renommierte Studien eine direkte Korrelation zwischen der PD-
L1-Expression und der Ansprechrate auf die Immuntherapie (Garon et al. 2015; Gettinger
et al. 2015; Fehrenbacher et al. 2016; Herbst et al. 2016).

Garon et al. und Fehrenbacher et al. sagen sogar noch deutlicher, dass je stirker die Expres-
sion des PD-L1 auf Tumorzellen ist, desto besser ist das Ansprechen und ebenso linger die

Gesamtlberlebenszeit der Patienten.

In zwei Phase-III-Studien konnte dennoch gezeigt werden, dass selbst Patienten mit einem
PD-L1 negativen Status im Vergleich zur zytotoxischen Chemotherapie mit Doxetacel einen
Vorteil im  progressionsfreien Ubetleben und in der Gesamtiiberlebenszeit vorwiesen
(Borghaei et al. 2015; Brahmer et al. 2015).

In dieser Untersuchung korreliert der immunhistochemische PD-1.1-Status ebenso nicht mit
der Wahrscheinlichkeit oder Geschwindigkeit einer Remission und der damit einhergehen-
den Verlingerung der Gesamtuberlebenszeit. Bei vier Patienten aus der Objective-Response-
Gruppe waren die Tumorzellen <1% mit PD-L1 positiv angefarbt, trotzdem hatten die Pa-
tienten eine Therapiedauer von tber 16 Wochen. Des Weiteren waren die Tumorzellen bei
zwei Patienten aus der RPD-Gruppe mit tiber 50% PD-L1 positiv, diese zeigten nach acht
Wochen kein positives Ansprechen und verstarben auch wenige Wochen nach absetzten der
Therapie (sieche Tabelle 10).

Insgesamt ist aber einzurdumen, dass das Tumormaterial einiger Patienten aufgrund von feh-
lendem Material oder zu geringer Gré3e nicht gefarbt werden konnte und folglich die Stich-
probe der PD-L1-Status klein ist.
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4.4  Klinische Symptome und Beurteilung der Signifikanz des

Pradiktions-Scores

Zunichst wurde in die Excel-Matrix fur jeden Patienten zusitzlich die klinischen Symptome
wie Fieber, Husten, Schmerzen im Allgemeinen, Gelenk- und Muskelschmerzen und weitere
mogliche korperliche Beschwerden aufgenommen. Es stellte sich heraus, dass es keine signi-
fikanten Unterschiede innerhalb der einzelnen Gruppen oder auch in der Gesamtgruppe zu
beobachten sind. Ebenso wenig konnte die Pseudoprogressgruppe durch spezifische Symp-
tome herausstechen. Insgesamt bleibt, wie bereits beschreiben, die Nebenwirkungsrate sehr
gering (siche oben). Folglich liegt der Fokus bei den ROC-Analysen und den daraus resultie-
renden Sensitivitits- und Spezifiztitsberechungen, dass kein Patient, der von der Therapie
profitiert, ibersehen wird. Weniger gravierend wire dabei die Weiterbehandlung der neben-
wirkungsarmen Immuntherapie. Somit wurde eine einheitliche Spezifitit von 50% gewihlt.
Abbildung 19 stellt dies anschaulich dar. Ein Score-Wert von 5,5 oder mehr bedeutet, dass
ein Patient von der Therapie profitiert. Bereits an Tag 43 hatten alle Patienten aus der OR-
Gruppe einen Wert von 5,5 oder mehr, das weist darauf hin, dass alle Patienten aus der OR
fir den Tag 99 richtig vorhergesagt worden sind. Acht von zehn Patienten aus der SD-
Gruppe hatten einen Wert von tiber 5,5. Durch den Score richtig bestimmt wurden vier von
finf Patienten aus der Pseudoprogress, wobei ein Score-Wert von einem Patienten fiir den
Tag 43 fehlt. Vice versa wurden in der RPD-Gruppe 20 der 24 Patienten richtig bewertet, da

sie einen Score-Wert von unter 5,5 am Tag des ersten CT-Kontrolltages erzielten.

Patienten, die keine progressive Erkrankung zeigen (OR-, PsPr- und SD-Gruppe), zeigen
unter Nivolumab eine signifikant lingere Uberlebenswahrscheinlichkeit. Auch hier bestiti-
gen die Ergebnisse der Uberlebenswahrscheinlichkeit die Qualitit des pridiktiven Scores.
Die Verwendung des Scores anstelle der radiologischen Ansprechgruppenklassifikation er-
méglicht eine signifikante Unterscheidung der Patienten, sortiert nach ihrer Uberlebenswahr-
scheinlichkeit (P = 0,004). Ein Jahr nach Beginn der Behandlung waren in der RPD-Gruppe
nur noch 24% der Patienten am Leben, verglichen mit 73% der Patienten in der "no RPD"-
Gruppe (d.h. OR-, PsPr- und SD-Gruppe). Folglich war es dem Score in dieser Patienten-
kohorte moglich, nicht nur zu unterschieden, ob es sich um in einen progressiven Krank-
heitsverlauf handelt, sondern auch das Uberleben statistisch signifikant vorherzusagen. Ein
derartiges Instrument zur Prognoseeinschitzung fehlt in der Immuntherapie, da es zudem,
wie bereits beschrieben, keine sicheren prognostischen Faktoren zur Beurteilung des Thera-

pieansprechens gibt.
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4.5 Stirken und Schwichen

Die Stirke dieser Studie liegt darin, dass erstmalig anhand von Laborparametern, ein Score
etabliert wurde, der es erlaubt, das Therapieansprechen unter Immuntherapie beim Lungen-

karzinom zu bewerten.

Die offensichtlichste Schwiche dieser Studie ist die geringe Anzahl an Patienten. Dies ist
unter anderem der Aktualitit der Wirkstoffzulassung geschuldet und der daraus resultieren-
den insgesamt noch kleinen, mit der Immuntherapie behandelten Patientengruppe. Deshalb
sollten diese Ergebnisse mit den aggregierten Daten aus einer der groflen Phase-III
klinischen Studien zur Validierung des dargestellten Ansatzes verwendet werden. Zudem
wurden die Daten mittels Post-hoc-Analyse ausgewertet. Dabei liefern die
Gruppenmittelwerte die Grundlage fir die Bewertung ob sich die Gruppe signifikant
unterscheiden. Des Weiteren handelt es sich um eine monozentrische Studie, so dass die
Ergebnisse nicht zwanglos auf andere klinische Szenarien zu tibertragen sind. Das Bestreben
lag darin, einen klinisch praktikablen Score, welche mdéglichst wenig verschiedene Werte
miteinbezieht, zu entwickeln. Dennoch sollte als zusitzliche Schwiche erwihnt werden, dass
nur eine begrenzte Anzahl an Parametern auf ihre potenzielle Pradiktion untersucht worden

sind.

4.6  Schlussfolgerung

Mit dem vorgeschlagenen Score konnte die Uberwachung der Therapie mit Checkpoint-In-
hibitoren unterstiitzt werden. Es ist denkbar, dass die Entscheidung, ob die Behandlung fort-
gesetzt oder beendet wird, nach der Uberpriifung des Scores etleichtert wird. Dies wiirde
dazu fihren, dass die Patienten, die von der Therapie profitieren nicht falschlicherweise auf
ein weniger effektives Medikament umgestellt werden wiirden. Aulerdem wiirde ein Thera-
pieversagen frihzeitiger identifiziert werden. Prospektive Validierung an einem gréf3eren
Kollektiv ist notwendig, bevor der Score in die klinische Routine mit aufgenommen werden

kann.
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5 Zusammenfassung

Das Lungenkarzinom ist nach wie vor ein maligner Tumor mit einer sehr schlechten Prog-
nose. Die Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren ist zu einer neuen Perspektive in der Zweit-
linienbehandlung von metastasiertem NSCLC geworden. Die Ansprechraten in Phase-I11-
Studien reichten von 15 bis zu 20%. Ein wichtiges klinisches Problem ist das Phinomen der
Pseudoprogression. Dabei handelt es sich um eine initiale Tumormassenerh6hung, obwohl
im weiteren Verlauf der Tumor auf die Therapie anspricht. Es wird vermutet, dass bei der
Pseudoprogression das Tumorvolumen aufgrund eines entztindlichen Prozesses und der ein-
hergehenden Immunzelleninvasion zunimmt. In der klinischen Praxis ist es schwierig, die
Pseudoprogression von echtem progressivem Tumorwachstum zu unterscheiden. Ziel der
Arbeit war es, durch retrospektive Datenauswertung sich wiederholende Muster zu finden,

um Pseudoprogression von progressivem Tumorwachstum zu differenzieren.

Alle Patienten, die in diese Studie eingeschlossen worden sind, wurden in der Lungenfach-
klinik Immenhausen mit Nivolumab in der zweiten oder weiteren Linie behandelt. Es wur-
den verschiedene Parameter wie Tumorgro3enveranderung, histologische und zytologische
Merkmale, PD-L1-Expression und andere Treiber-Mutationen, Korrelationen von Labor-
werten und klinischen Symptomen in die Analysen einbezogen. Die Parameter von zunichst
68 Patienten wurden in die Datenauswertung aufgenommen. Von diesen erhielten 51 min-
destens eine CT-Aufnahme nach vier Zyklen der Behandlung und konnten fir die weiteren

Analysen betrachtet werden.

Gemil} den RECIST 1.1-Kriterien zur Evaluation des Therapieansprechens wurde die Pati-
entenkohorte in vier verschiedene Ansprechgruppen aufgeteilt: Pseudoprogression (n =
6/11,8%), Objective Response (n = 10/19,6%), Stable Disease (n = 10/19,6%) und Real
Progressive Disease (n = 25/49%). Von allen ausgewerteten Parametern zeigten nur die
Verinderungen von LDH, CRP und Granulozyten/Lymphozyten Verhiltnis sowie die
GroBenverinderung des Tumors im CT-Bild signifikante Unterschiede innerhalb der
Ansprechgruppen. Diese Parameter wurden zusammen mit der prozentualen

TumorgroBeninderung gewichtet und in einem Score zusammengefasst.

Der so erarbeitete Score erreichte in ROC-Analysen eine Sensitivitit von 92,3%, um diejeni-
gen Patienten zu identifizieren, die nach nur vier Zyklen tatsichlich von Nivolumab profi-
tierten (Spezifitit 0,50; AUC 0,80). Zudem reflektiert der Score signifikant die Unterschiede
zwischen der RPD- und der OR-Gruppe an den Tagen 43 und 99 (P = 3,4 X 10° und P =
0,00022).

Wenn sich die Ergebnisse an groBeren Kollektiven bestitigen, konnte dieser Score im klini-
schen Alltag als Hilfsmittel genutzt werden, um frithzeitig bei der Behandlung von Check-
point-Inhibitoren vorherzusagen, ob der Patient einen Therapienutzen hat oder sich még-

licherweise in einem Progress befindet.
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6  Anhang

Clinical Parameters
absolute values at baseline (first row), relative values at da 43 (second row) and day 99 (third row)
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Abbildung Al: Gesamtibersicht von CRP, Gewicht, G/L Index, LDH und TumorgroBe
mit dem Ausgangswert und den Werten an den Tagen 43 und 99

Abkirzungen: OR = Objective Response; PsPr = Pseudoprogression; RPD = Real Progressive Dis-

ease; SD =
G/L = Granulozyten/Lymphozyten; Gew = Gewicht

Tabelle Al. Absolute Werte: C-reaktives Protein [mg/L]

Stable Disease; BL = Baseline; CRP = C-reaktives Protein; LDH = Lactatdehydrogenase;

Patient Tag

1 15 29 43 57 71 85 99
1 49 52 41 21 17 11 8
2 42 46 5 4 4 4 4
3 156 127 58 39 35 52 65 69
4 81 91 33 7 24 8
5 55 8 5
6 5 22 5 5 5 5 5 6
7 107 62 51 73 70 71 46 54
8 6 6 6 5 5 77 5 10
9 49 75 60 47 21 10 13 6
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10 5 5 5 28 5 7 6 5
11 204 155
12 24 15 5 16 5 5 5
13 34 49 53 232 114 173 14 89
14 70 60 44 40 40.8 57 40 68
15 30 76 34 33 60
16 82 165 125 72 87 98 91 91
17 32 45 48 29 37 36 50 32
18 5 5 5 5 5 5 5 5
19 209 165 135 146 134 111 151 143
20 5 6 5 5 9 6 5 8
21 135 110 127 127 131 95 138 122
22 11 15 9 10 6 7 6 6
23 18 58 10 8 8 37 39 49
24 78 104 112 108 51 45 94 76
25 91 104 117 89
26 26 54 70 89 89 79 58 34
27 14 26 5 5 7 5 5 13
28 48 51 51 61 73 7 34 160
29 5 11 5 4 3 4 4
30 5 5 5 14 5 5 5 7
31 70 115 18 150 174 146 200 69
32 23 7 53 38 38 5 5
33 38 49 148 146 95 3 32
34 217 200 198 196 191 207 202
35 5 3.9 3.9 3.9 3.8 3.9 3.9 3.7
36 12.9 23 12.3 22.4 19.8 26.6 4 40.8
37 4 4 4 4 4 4 4 4
38 39.9 116.5 33.6 52.8 51.2 68.9
39 7.4 15.4 8 15.3 4.7 16.4 43 4.9
40 63.2 5.3 105.9 73.9 3.5 314
41 71.3 84.9 61.4 62.8 54.4 56.7 40
42 48.8 56 21.2 16.5 24.9 20 23.1
43 60.6 59.6 77.1 70.3 59.8
44 4.6 57.3 3.9 3.9 4.3 45 4.3
45 5.7 11.3 5.4 43 37
46 5 5.59 14.9 112 45.7 43.8
47 13.6 23.7 26.3 40.5 59.2 55.9 51.5 51.4
48 3.9 3.9 4 3.9 4.3 47.3
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49 60.4 72.3 57.2 57.5 62.1 62.9 91
50 4.2 4.4 24.8 4.2 4.6 4.6 4.4 9.8
51 26.9 74.9 62.2 29.3 9.7 20.3 9.2 13.6

Tabelle A2. Absolute Werte: Lactat Dehydrogenase [U/L]

Patient Tag

1 15 29 43 57 71 85 99
1 562 377 297 239 194 194 161 225
2 347 295 347 302 282 233 233 215
3 312 287 274 289 322 354 380 391
4 217 223 190 172 174 152 173 169
5 289 259 251 214 158 150 198 217
6 224 214 199 198 183 182 166 175
7 321 295 283 326 307 264 243 206
8 205 175 218 263 212 207 210 228
9 162 143 158 147 161 131 157 155
10 167 160 178 165 166 160 177 160
11 668 1097
12 207 196 194 182 156 177 174
13 220 207 205 194 192 252 170
14 148 149 147 158 172 181 150 285
15 646 765 504 416
16 221 218 209 216 207 202 250 235
17 150 148 157 186 184 194 226 188
18 195 183 183 195 179 203 203 203
19 183 169 178 190 183 198 202 211
20 170 169 158 170 203 200 214 226
21 218 201 199 203 217 178 203
22 223 243 224 181 184 177 189 230
23 178 182 179 187 182 207 249 322
24 172 208 200 236 214 218 208 216
25 220 191 169 169
26 206 227 207 219 219 195 182 199
27 250 281 203 210 243 245 229 218
28 233 227 260 296 344 323 474 846
29 260 286 272 218 210 207 210
30 177 187 188 175 170 185 166 169
31 295 224 257 211 173.9 279 494 397
32 194 198 167 278 191 206 215
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33 174 220 236 259 228 297 326
34 157 161 173 160 182.4 222 252
35 235 228 214 215 247 210 188 182
36 258 260 287 280 327 353 550 679
37 199 216 218 212 219 202 192 224
38 220 215 200 201 244 259
39 205 187 203 203 199 188 195 194
40 304 250 217 174 201 221 242
41 763 942 1188 1248 1131 808 779
42 161 175 181 171 189 169 192
43 373 345 503 456 409
44 204 207 190 198 193 176 171
45 259 258 241 228 275
46 249 229 229 219 195 203
47 196 224 259 290 298 324 359 378
48 254 241 246 273 274 285
49 178 200 188 174 191 178 196
50 141 143 135 156 146 135 128 155
51 157 175 137 142 131 135 137 145

Tabelle A3. Absolute Werte: Granulozyten [X10°/uL]/Lymphozyten ([X10°/ul] Index
Patient Tag

1 15 29 43 57 71 85 99

1 6.67 2.79 2.65 2.48 1.95 2.61 3.08 1.97
2 7.86 10.61 5.96 4.25 4.25 3.44 3.75
3 5.29 5.20 4.45 3.31 4.01 3.06 3.25 4.76
4 2.00 2.86 1.15 1.34 1.20 1.19 1.47 1.94
5 7.49 3.50 2.02 3.11 2.29 291 2.20 2.42
6 3.50 291 2.71 2.42 2.56 2.48 2.01 2.44
7 8.04 6.83 5.17 7.38 3.22 5.85 6.10
8 2.75 2.79 2.24 2.76 3.25 6.98 2.03 1.94
9 19.02 19.62 17.19 13.38 9.32 10.35 10.28 8.74
10 2.12 2.00 1.64 2.05 1.73 2.12 2.11 1.51
11 3.95 6.84

12 5.12 3.06 4.04 2.82 4.49 3.90 4.07
13 11.09 10.20 9.25 13.53 19.94 41.10 9.64




6 Anhang 73
14 14.9
13.39 24.86 15.62 15.80 14.74 14.19 23.61 9
15 4.55 6.68 5.48 5.74
16 9.18 11.60 12.84 11.12 13.81 9.71 13.65 8.75
17 6.02 8.39 8.38 5.56 5.22 4.92 6.03 5.90
18 3.77 3.71 6.06 4.96 4.90 3.97 4.46 7.12
19 21.3
23.24 25.72 18.71 18.36 16.00 16.61 21.82 2
20 5.38 6.59 6.31 6.00 7.17 7.70 8.16 9.54
21 17.3
24.63 22.21 37.48 21.13 29.17 30.62 35.79 5
22 3.80 4.24 3.13 3.40 2.88 3.66 3.61 3.48
23 5.10 3.78 2.74 2.73 3.33 4.11 5.77 5.14
24 131 2.09 1.92 1.77 1.40 1.21 1.60 1.15
25 10.37 8.01 8.03
26 3.28 3.34 5.19 5.19 5.37 4.69 3.16 2.63
27 3.35 3.52 2.89 2.52 2.18 2.61 2.94 4.18
28 135
4.94 6.74 6.54 7.46 7.82 14.59 18.23 3
29 1.93 2.39 1.16 2.02 1.34 1.45 1.43
30 2.50 3.84 3.76 5.07 3.62 3.97 3.16 4.76
31 13.9
6.21 7.78 8.21 6.15 7.80 11.70 20.49 8
32 6.24 6.58 7.30 4.91 3.43 3.45 2.44
33 10.2
3.84 2.78 6.09 3.67 3.60 3.80 4
34 22.8
18.70 25.03 24.47 27.00 25.29 39.41 0
35 2.35 2.95 2.86 3.11 1.72 3.40 1.25 4.35
36 3.93 3.48 3.87 4.09 3.77 3.70 7.68 6.25
37 2.40 4.08 3.17 4.08 4.80 2.88 3.53 4.76
38 12.78 13.86 5.84 9.49 7.53 7.53 7.53 7.23
39 2.37 2.28 2.20 1.97 242 2.38 2.34 1.88
40 2.70 2.49 6.00 5.73 5.98 4.39 9.79
41 8.99 5.71 3.69 4.44 4.86 3.58 5.64 7.63
42 2.28 3.26 6.33 6.71 4.62 4.87 5.08
43 9.35 9.69 11.81 11.68 17.68
44 7.26 7.22 4.30 4.36 4.68 4.58 6.57 4.30
45 13.1
5.98 4.91 4.99 6.68 5.44 3
46 3.47 5.72 5.72 4.26 8.80 6.80
47 1.97 2.02 2.10 3.28 3.04 4.17 3.87 3.90




6 Anhang 74
48 4.85 4.88 3.46 4.52 3.17 2.98
49 4.36 5.39 4.61 531 5.43 4.97 4.82 6.51
50 3.81 4.43 5.96 5.43 5.38 5.54 491 6.35
51 4.01 6.33 9.39 9.17 9.81 7.91 7.66 7.05

Tabelle A4. Absolute Werte: Gewicht [kg]

Patient Tag
1 15 29 43 57 71 85 99
1 45 45 44 43 43 42 42 41
2
3 60 60 60 60 60 60 60
4 55 54 55 55 56
5 63 63 64 63 62 62
6 91.8 90.5 90.5 90.5 91 92 91.5 93
7 69 66 66 66.4 64 64
8 95
100 100 100 100 100 1
9 68 68 68 68 68 66 67 67
10 83 83 84 84 84 85 85 85
11 88 83.7
12 56
56.3 56.3 56.3 56 56.9 2
13 66.5 65.4 63.5
14 54 54 53 53 49
15 96 96 95 95
16 83 83 83 83 83 83 83 83
17 76 74.5 74 74.5
18 93 94 93 92 94 91 90 90
19 59.6 62 60 60 66 68
20 83.2 825 83 82 82 81.5 79 74
21 73.8 73.5 72 75.2
22 60 60 60 60 60 60 60 60
23 80 81.5 81 80 80 81 80 81
24 54 54
25 85 84
26 55
61 61 60 59 58 57.5 5
27 71 71
28 72 73 73 71.5
29 71 66.5




6 Anhang 75
Patient Tag
1 15 29 43 57 71 85 99
30 62.5 62 61.5 61.5 62 61.5 61 60
31 76
32 66 67 67 68 64 69
33 140 140 140 140 140
34 79.5 78 78
35 61
36 106.8 107
37
38 85 85 84 83 83 83 83
39 96
96 94 9
40 80.6 80 78.4 79.5
41 78
82.3 82 81 81 77 77 77 S5
42 87.4 89.5 86.5 86.5
43 37 36.6 37 39
44 49 49 49.5 49.5 50 50 50 50
45
46 82 83 82 82 82 82
47 81 80 80 77 77
48 70 65 65 63
49 74 74 73 72 72 70
50 384 38.4 39 41.1 41.1
51 81 80 80
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