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Abstract

Glioblastome sind die haufigste und aggressivste Form primarer Hirntumore mit einer
steigenden Inzidenz von ca. 3,2 pro 100.000 Menschen jahrlich. Trotz intensiver Forschung
bleiben die Therapiemdglichkeiten begrenzt und die Prognose fallt mit einer medianen
Gesamtiiberlebenszeit von 16 Monaten und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 10 %
schlecht aus. Seit 2005 besteht die Standardtherapie aus totaler Tumorresektion und
Radiotherapie mit adjuvanter und konkomitanter Chemotherapie nach dem Stupp-Protokoll.
Eine mdgliche Verbindung zum Cytomegalievirus (CMV) wird derzeit untersucht. Berichten
zufolge fordert CMV durch onkomodulatorische Prozesse wie Angiogenese und
mesenchymale Transformation das schnellere Wachstum von Glioblastomen. Darlber hinaus
haben Studien mit Anti-CMV-Therapieansatzen vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf
eine Verlangerung des Gesamtiberlebens (OS) gezeigt, was auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Immunitat gegen CMV und der Prognose von Patienten mit
Glioblastom hindeutet.

Der Einfluss einer systemischen CMV-Infektion auf die Prognose der Erkrankung wurde noch
nicht ausreichend erforscht. Diese Studie untersucht, ob der periphere Nachweis einer CMV-
Infektion mit dem progressionsfreien Uberleben (PFS) und dem OS bei Patienten mit
Glioblastom in Zusammenhang steht. Insgesamt wurden 83 Patienten auf ihres Anti-CMV-
Immunglobulin-G (IgG)-Serostatus, ihre IgG-Serumkonzentration sowie ihres Anti-CMV-
Immunglobuline-M (IgM)-Serostatus im peripheren Blut untersucht und mindestens ein Jahr
lang nachbeobachtet. Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, den peripheren CMV-
Infektionsnachweis als mdglichen prognostischen Marker fir Patienten mit Glioblastom zu

evaluieren.



1 Einleitung

1.1 Glioblastome

1.1.1 Epidemiologie und aktuelle Therapiestandards

Glioblastome sind die haufigste und aggressivste Form aller hirneigenen Tumoren. In den
Vereinigten Staaten betragt die durchschnittliche jahrliche altersadjustierte Inzidenz von
Glioblastomen 3,21 pro 100.000 Einwohner, basierend auf Registerdaten von 2011 bis 2015
(1). Die Inzidenz ist in den letzten Dekaden um etwa 37 % gestiegen. Im Jahr 1992 wurden in
Kanada 1.455 Menschen mit einem primaren malignen Hirntumor neu diagnostiziert. Diese
Zahl stieg bis 2017 auf 2.000 Falle an (2). Darunter ist das Glioblastom der haufigste bésartige
primare Hirntumor und macht einen Anteil von 45,2 % aller bésartigen primaren Tumore des
zentralen Nervensystems (ZNS) bzw. 54,1 % aller Gliome aus (3). Trotz intensiver Forschung
Uber die Pathophysiologie des Glioblastoms bleiben die Therapiemdglichkeiten eingeschrankt
und die Prognose bleibt schlecht. Die Standardtherapie ist seit 19 Jahren unverandert und
besteht aus totaler Tumorresektion sowie Radiotherapie mit adjuvanter und konkomitanter
Chemotherapie nach dem Stupp-Protokoll (4). Trotz dieses aggressiven Vorgehens liegt die
mediane Gesamtiiberlebenszeit bei nur 16 Monaten, und die 5-Jahres-Uberlebensrate bleibt
unter 10 % (5, 6). Das Therapieansprechen dieser Tumore wird von unterschiedlichen
Faktoren beeinflusst, u. a. von den molekulargenetischen Eigenschaften wie dem
Methylierungsstatus des O°f-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-(MGMT)-Gens. In dieser
Hinsicht sind Patienten ohne eine MGMT-Hypermethylierung benachteiligt, da sie auf das
Standardchemotherapeutikum, Temozolomid (TMZ), ein alkylierendes Agens, kaum
ansprechen. Etwa 50 % der Patienten gehoéren zu dieser Gruppe. Deshalb ist eine
Standardtherapie nicht fir alle Patienten geeignet. Momentan wird weltweit nach weiteren
Angriffspunkten gesucht, um den Betroffenen ein individuelles Therapieschema anbieten zu

konnen.

1.1.2 Einteilung anhand der WHO-Klassifikation 2021

Das Glioblastom stellt die aggressivste und haufigste Form der Hirneigentumore vom
astrozytdren Typ dar. Laut der neuen bzw. finften WHO-Klassifikation der ZNS-Tumore
(2021) mussen folgende Kriterien zum Diagnostizieren eines Glioblastoms vorhanden sein:
Isozitratdehydrogenase 1 und 2 (IDH) Wildtyp, Veranderungen des
Telomerase-Reverse-Transcriptase-(TERT)-Promotors, des
epidermal-growth-factor-receptor-(EGFR)-Gens und Chromosomen 7/10 (Anderungen der
Kopienzahl in Form einer kombinierten Zunahme von Chromosom 7 und Verlust von

Chromosom 10). Histologisch sind diese diffus infiltrativen Neoplasmen durch erhéhte
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mitotische Aktivitat und mikrovaskulare Proliferation oder Nekrose definiert (7). In der neuen
Erscheinung der WHO-Klassifikation der ZNS-Tumore wird der Grad eines Tumors innerhalb
eines Subtyps bestimmt. Zum Beispiel kann ein anaplastisches Astrozytom einen Grad von 2,

3 oder 4 aufweisen. Glioblastome hingegen entsprechen immer dem Grad 4 (7).

1.2 Virale Infekte und Karzinome

10-15 % aller Krebsarten weltweit sind durch virale Infekte verursacht (8, 9). Herpesviren
stellen eine Gruppe der onkogenen Viren dar (10) und werden beim gesunden Menschen
nach der Infektion durch die zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) stummgeschaltet, sodass
sie einen asymptomatischen Verlauf aufweisen, wahrend sie in den Zellen persistieren (11).
Die durch Viren verursachte chronische Infektion und Uberlastung der CTL kann zu einer
Umgebung beitragen, die das Risiko fir somatische Mutationen, beispielsweise Mutationen
im p53-Gen, erhoht (10). Diese somatischen Mutationen kénnen wiederum zur Entstehung
eines Karzinoms beitragen.

Bereits in den 70er-Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen einer CMV-Infektion und der
Malignitat eines Tumors vermutet, erstmals beim Prostata-CA (12). Im Jahr 2002 wurden zum
ersten Mal CMV-Proteine in den histopathologischen Praparaten von glialen Tumoren
entdeckt (13) und in den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die CMV-Genprodukte
die Pathogenitat des Glioblastoms férdern (14-16). Die Entdeckung dieser Zusammenhange
konnte den Weg zur Entwicklung neuer Therapieansatze ermoglichen und dadurch die

Prognose dieser Krebsarten verbessern.

1.3 Cytomegalovirus und Glioblastom

In Europa wird die CMV-Seropravalenz in der Allgemeinbevdlkerung auf 66 % (95 % Ul: 56—
74) geschatzt (17). Wie bei allen Herpesviren besteht eine Latenzzeit zwischen Infektion und
Krankheitsausbruch und die Viren persistieren lebenslang im Koérper. Die CMV-Infektion
verlauft meist asymptomatisch, bei immunsupprimierten Menschen (v. a. bei Neugeborenen
und AIDS-Patienten) kommt es jedoch haufig zu schweren klinisch symptomatischen
Verlaufen. Die Glioblastomzellen weisen eine hohe Expression von CTLA-4- und
PD-1-Antigenen auf, die zur Herunterregulierung der CTL und der Immunantwort fihren (18).
Dies konnte ebenso zu einer manifesten CMV-Infektion, vermehrter Translation viraler
Proteine und den damit verbundenen onkomodulatorischen Effekten des CMV beitragen.
Beim Glioblastom fihrt die CMV-Infektion zu onkomodulatorischen Vorgangen wie
gesteigerter Angiogenese und mesenchymaler Transformation, durch die das Wachstum des
Glioblastoms beschleunigt werden kénnen (19, 20). CMV-Proteine wurden auflerdem in

Gliom-stammzellahnlichen Zellen (GSC) vermehrt detektiert (15) und férdern deren Migration.
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Die klinische Relevanz der GSC liegt in ihrer Resistenz gegeniber Strahlen- und
Chemotherapie und ihrem klonogenen und tumorerzeugenden Potenzial (21, 22). Dartber
hinaus haben Studien mit Anti-CMV-Therapieansatzen vielversprechende Ergebnisse
hinsichtlich des OS bei Patienten mit Glioblastom im Vergleich zu Kontrollgruppen, die
Standardtherapien erhielten, gezeigt (23-30).

Allerdings ist die systemische CMV-Infektion und deren Einfluss auf die Prognose der
Erkrankung ein noch nicht ausreichend erforschtes Gebiet. Lediglich in einer Studie wurde
von einer schlechteren Prognose und verkirztem OS bei Anti-CMV-IgG-seropositiven
Patienten berichtet (19).

1.4 Zielsetzung der Studie

Die systemische CMV-Infektion und deren Einfluss auf die Prognose der Erkrankung stellen
den Fokus der vorliegenden Beobachtungsstudie dar. Die Hauptfragestellung lautet, ob der
periphere Nachweis einer CMV-Infektion in Zusammenhang mit dem PFS und dem OS steht.
In diesem Rahmen wurden 83 Patienten mit Glioblastom auf Anti-CMV-IgG und -IgM im
peripheren Blut untersucht und fiir mindestens ein Jahr weiterbeobachtet. Weiterhin wurden
die IgG-positiven Patienten anhand deren IgG-Serumkonzentration in weitere Kleingruppen
unterteilt, um den Einfluss der IgG-Serumkonzentration auf das Outcome beurteilen zu
kénnen. Fir den primaren Endpunkt wurde das PFS festgelegt und flir den sekundaren
Endpunkt das OS.

Die Anti-CMV-IgG-Serumkonzentration der Patienten mit Glioblastom kdénnte einen
prognostischen Faktor darstellen und soll deshalb naher untersucht werden. Diese Studie soll
dazu beitragen, die Datenlage bezlglich des Zusammenhangs zwischen dem peripheren
CMV-Infektionsnachweis und der Prognose von Patienten mit Glioblastom zu erweitern. Aus
den gewonnenen Erkenntnissen kdnnte ein potenzieller Therapieansatzpunkt fur kinftige

klinische Studien abgeleitet werden.

2 Literaturrecherche

2.1 Pathophysiologie und Therapieresistenz des Glioblastoms

2.1.1 Driver-Mutationen

Wie das Glioblastom entsteht bzw. was die Risikofaktoren fiir die Entstehung solcher Tumore
sind, ist noch nicht bekannt. Die bisherigen Studien Uber die Pathomechanismen des
Glioblastoms haben jedoch gezeigt, dass genetische und epigenetische Faktoren zur
Therapieresistenz des Glioblastoms beitragen, sodass trotz des Uublichen aggressiven

Vorgehens das mediane OS unter bestmoglicher Radiochemotherapie (RCT) bei lediglich 16
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Monaten bleibt (5). Die Glioblastom-Driver-Mutationen sind in 45 Genen nachgewiesen
worden (31, 32). Besonders wichtig sind Mutationen in TP53-, ATRX-, TERT-, NF1-, PTEN-
und EGFR-Genen. Diese fiuhren zu einer erhéhten Vaskularisierung des Tumors (33),
Suppression der Immunzellfunktion (34), Unterdrickung der Mikrogliazellen und
Makrophagen im Gehirn (33) und Infiltration gesunder Astrozytome (35). Das Problem dieser
Driver-Mutationen im Glioblastom besteht darin, dass sie i) nicht in jedem Tumor
gleichermalden prasent sind und ii) ihre hohe Variabilitat dem Tumor ermdglicht, alternative
Uberlebenswege zu entwickeln. Deshalb war die Entdeckung des genomischen Mappings
beim Glioblastom therapeutisch nicht revolutionar, wie es beispielsweise bei der chronisch

myeloischen Leukamie (CML) der Fall war.

2.1.2 Stammzellahnliche Gliomzellen

Glioblastomzellen weisen unterschiedliche Typen auf. Ein relevanter Zelltyp stellen die
stammzellahnlichen Gliomzellen (Glioma Stem-like Cells, GSC) dar, die molekular durch ihre
CD133-Positivitat erkennbar sind (36, 37). In einer Studie von Soroceanu et al. wurde gezeigt,
dass CMV-Immediate-Early-(IE)-Proteine die stammzellahnlichen Eigenschaften von
Glioblastomzellen férdern (15). Sie haben beobachtet, dass CMV-IEs bevorzugt in GSC
exprimiert werden, wo sie mit anderen Glioblastom-Stammzellmarkern wie CD133, Nestin und
Sox2 ,kolokalisieren®. Dies war im Vergleich mit CMV-negativen GSCs mit einer starkeren
Selbstregenerierung und Proliferation der Zellen verbunden, die mittels einer RNAi-
Behandlung teilweise rlickgangig gemacht werden konnte (15).

In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass CMV einen Tropismus flr
Makrophagen/Mikroglia und CD133+ GSC innerhalb von Glioblastomen aufweist (38). Die
GSC produzieren CMV-induziertes IL-10, das menschliche Monozyten — die Vorlauferzellen
der Makrophagen/Mikroglia des ZNS (TAM) — dazu veranlasst, einen M2-immunsuppressiven
Phanotyp anzunehmen. Diese Aktivierungsform von Makrophagen spielt eine Rolle bei der
Unterdrickung von Immunantworten sowie der Foérderung von Gewebereparatur und
Tumorwachstum.

CMV induziert die Expression von IL-10, welches die Expression des viralen IE1 in Monozyten
fordert, einem Modulator der viralen Replikation und Transkription. Durch CMV infizierte
Monozyten produzierten angiogenes VEGF und immunsuppressives TGF-3, zeigten eine
vermehrte intrazellulare Expression von p-STAT3 und férderten die Migration von GSC (38).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CMV als Treiber der Gliomagenese wirkt, indem es

tumorsupportive Eigenschaften in Monozyten induziert.

13



2.1.3 Die Blut-Hirn- und Blut-Hirn-Tumor-Schranke

Ein primares Hindernis bei der medikamentdésen Therapie aller Hirneigentumoren stellt die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) dar. Die BHS ist eine dichte Barriere, die aus Perizyten,
Astrozytenfortsatzen sowie Tight Junctions und Adharenz-Kontakten besteht und v. a.
Molekule > 500 Da bzw. >400 nm sowie hydrophile Molekile nicht ins Hirngewebe
einwandern lasst (39). Darunter fallen auch die klassischen Chemotherapeutika wie Cisplatin
und die monoklonalen Antikorper, aulRer Bevacizumab (40).

Es ist bekannt, dass sich die BHS bei héhergradigen Hirntumoren wie dem Glioblastom durch
die Tumorinfiltration verandert und an diesen Stellen keine dichte Barriere mehr zwischen
Hirngewebe und Blut bildet. Durch diese veranderten Stellen kénnen zirkulierende Zellen und
Molekile aus dem Blut ins Hirngewebe gelangen. Diese durchldssige Barriere wird als Blut-
Hirn-Tumor-Schranke (BHTS) bezeichnet (41). Die BHTS ist gekennzeichnet durch eine
reduzierte Anzahl an Perizyten, eine verminderte Dichte von Tight Junctions und Adharenz-
Kontakten, den Verlust von Astrozytenfortsatzen sowie eine erhdhte Durchlassigkeit fur
zirkulierende Immunzellen (42). Aufgrund dieser erhdhten Durchlassigkeit ist eine orale oder
intravendse Chemotherapie bei Patienten mit Glioblastom anwendbar. Allerdings bleiben
durch die noch unveranderten Bereiche der BHS einige Regionen des Gehirns fur
Chemotherapeutika weiterhin unzuganglich, sodass zytostatische Medikamente wie TMZ das
Tumorgewebe nur partiell erreichen kénnen (43). Aus diesem Grund sind im Vergleich zu
anderen malignen Tumoren des menschlichen Koérpers nur wenige wirksame Medikamente

speziell fir Hirntumoren wie Glioblastome entwickelt worden.

2.1.4 Mikromilieu des Glioblastoms

Im gesunden ZNS stellen die Mikrogliazellen die Hauptimmunzellen des Gehirns dar, die in
der frihen embryonalen Phase aus dem Dottersack entstehen und sich selbst im ZNS
regenerieren konnen (44, 45). Diese Zellen sind die intrinsischen Makrophagen des ZNS.
Durch die durchlassigen Stellen der BHTS kdnnen auch Immunzellen in das Hirngewebe
einwandern (46). Durch die Durchlassigkeit der BHTS koénnen Monozyten Uber das
zirkulierende Blut ins ZNS einwandern und sich dort in Makrophagen umwandeln. Diese
beiden Zellpopulationen, Mikroglia und Monozyten/Makrophagen aus der Peripherie, bilden
die sogenannten Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM). Bis zu 50 % der Tumormasse
bestehen aus TAM (47). Es wurde gezeigt, dass eine CMV-Infektion von TAM deren
Polarisierung in den M2-Phanotyp férdert, welcher antiinflammatorische Eigenschaften besitzt
und das Tumorwachstum unterstitzt. Der M2-Phanotyp ist durch die Sekretion von IL-10
sowie eine verstarkte STAT3-Signalisierung gekennzeichnet, was zu einem schnelleren
Tumorfortschritt fuhrt (38).
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Das Zusammenspiel zwischen Glioblastomzellen und TAM flhrt u. a. zu einer Verformung
des Gewebes, die wiederum mit dem Tumorwachstum einhergeht. Die sogenannte
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) spielen eine wichtige Rolle bei der Gewebeverformung und
dem Tumorwachstum. (48). Die Glioblastomzellen besitzen gro3e Mengen der inaktiven Form
des MMP2, die sogenannte Pro-MMP2 (47). Um die inaktive MMP2 in die aktive Form
umzuwandeln, wird MMP14 bendtigt, das aus den Mikrogliazellen des TAM stammt. Durch
extrazellulare Vesikel regen Glioblastomzellen die Mikrogliazellen dazu an, mehr MMP14 zu
produzieren. Dieser Prozess erfolgt Uber den Toll-Like-Rezeptor 2 (TLR2) (49). Die aktive
MMP2 verursacht die Degradierung der extrazellularen Matrix (ECM), einem Netzwerk aus
Proteinen und Molekilen, das die Zellen umgibt und ihnen Struktur und Stabilitat verleiht.
Durch den Abbau der ECM wird die Barriere zwischen Tumor und gesundem Gewebe

geschwacht, was die Invasion des gesunden Gewebes durch den Tumor ermdglicht (50).

2.1.5 MGMT-Promotor-Methylierungsstatus

Das O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Gen kodiert das Enzym MGMT, das fiir die
DNA-Reparatur im Falle einer Guanin-Stérung bzw. Guanin-Methylierung bei DNA-
Transkription zustandig ist. Die Purinbase Guanin ist das Hauptziel des gangigsten
Chemotherapeutikums, TMZ, bei Patienten mit Glioblastom. Je nach Methylierungsstatus des
Gen-Promotors wird das MGMT-Gen transkribiert und translatiert. Dementsprechend wird das
MGMT-Enzym in der Zelle vorhanden sein oder fehlen. Unter Umstanden, wie bei
Methylierung des Promotors, kdnnen die Transkription und Translation nicht stattfinden, der
Zelle wirde ein DNA-Reparaturmechanismus fehlen und es besteht eine hohere
Chemotherapie-Sensibilitat.

TMZ bezeichnet ein Alkylierungsmittel, das eine Methylgruppe an Purinbasen der DNA (O6-
Guanin; N7-Guanin und N3-Adenin) liefert, was zu einer Veranderung des Molekuls und
schlieBlich zur Apoptose fuhrt (51). Die zytotoxische Base, O6-Methylguanin (O6-MeG), kann
durch MGMT in Tumoren, die dieses Protein exprimieren, entfernt oder in Tumoren mit
Fehlpaarungsreparatur-Defizienz (mismatch-repair-deficiency; MMR) toleriert werden. Mit
anderen Worten: MGMT Ubertragt die Methylgruppe von Guanin, repariert dadurch
beschadigte DNA und wirkt der zytotoxischen Wirkung von TMZ auf Tumorzellen entgegen.
Durch die Entfernung der methylierten Base fuhrt MGMT zu einer Resistenz gegen TMZ (51).
Dartber hinaus scheitern selbst Patienten, die zunachst auf TMZ ansprechen, aufgrund
erworbener Resistenzen an der Therapie (52).

Der Abbau von MGMT vor der Chemotherapie mit Alkylierungsmitteln verhindert die O6-MeG-
Reparatur. Daher kénnen die MGMT-Pseudosubstrate O6-Benzylguanin und Lomeguatrib
(ein synthetischer MGMT-Inhibitor) Tumore fir TMZ sensibilisieren (53). Etwa 55 % der
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Glioblastom-Patienten sind aufgrund des MGMT-DNA-Reparatursystems resistent gegen
TMZ (54).

Die Ergebnisse der Nordic-Trial-NCBTSG-Gruppe (55) und NOA-08 (55) haben den
MGMT-Methylierungsstatus als pradiktiven Biomarker etabliert, sodass dieser heute
routinemafig bei allen Patienten mit Glioblastom bestimmt wird. Dieser Marker wird bei der
Therapieauswahl v. a. bei alteren Patienten als entscheidender Faktor mitbertcksichtigt.
Obwohl der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus das Ansprechen auf die Ublichen
alkylierenden Chemotherapeutika wie TMZ vorhersagen kann, wird er nicht als molekularer

Marker zur Einteilung der Gliome bewertet (56).

2.2 Modulieren der Glioblastom-Pathogenitat durch eine CMV-Infektion

CMV wird in der Literatur noch nicht als onkogenes Virus gesehen, da eine Kausalitat
zwischen einer CMV-Infektion und Malignitatsentstehung nicht beobachtet wurde. Es wird
jedoch als ein onkomodulatorischer Faktor bei Malignomen erwahnt. In der Literatur wird u. a.
von einer chromosomalen Instabilitdt nach einer Infektion mit CMV berichtet. Mit CMV
infizierte Lymphozyten weisen eine chromosomale Instabilitdt auf einem Niveau auf, das
gleich oder héher ist als bei Lymphozyten, die einer Gammabestrahlung ausgesetzt wurden
(57). Aullerdem wurde beobachtet, dass CMV die Empfindlichkeit von Lymphozyten
gegenuber den Wirkungen von Bestrahlung erhéht, was zu einer groReren Instabilitat fuhrt als
bei Lymphozyten, die entweder einzeln mit CMV oder Bestrahlung behandelt wurden (57).

In einer Studie mit Mausen wurde eine Aktivierung von STAT3 in vitro in humanen
Glioblastomzellen und Neurospharen durch CMV beobachtet (58). Die STAT3-Aktivierung
fuhrt zu einer erhdéhten Proliferation von Gliomen und neuralen Stammzellen (GSC) sowie
letztendlich zu einer reduzierten Uberlebensrate bei CMV+-Mausmodellen (58).

In einem weiteren Tierversuch an Mausen untersuchten Krenzlin et al. die Effekte einer CMV-
Infektion in Glioblastomen. (59). Insgesamt wurden 39 Mause in dieses Experiment
eingeschlossen. Ungefahr die Halfte (n = 19) wurde mit CMV infiziert, wahrend der Rest (n =
20) naiv blieb. Nach einer Inkubationszeit von 15 Wochen wurden allen Mausen stereotaktisch
Glioblastomzellen eingepflanzt. Die MRT-Bilder nach der Implantation und im weiteren Verlauf
zeigten signifikante Unterschiede im Tumorvolumen zwischen den beiden Gruppen, wobei die
CMV-positiven Mause groflere Tumorvolumina aufwiesen als die CMV-negativen. Darlber
hinaus konnte eine erhéhte CD31- und Kl67-Expression in den mit MCMV infizierten Mausen
nachgewiesen werden. Das KI67-Protein wird fast ausschlieRlich in proliferierenden Zellen
exprimiert und gilt als prognostischer Marker fur viele Krebsarten (60). CD31 ist ein
Endothelmarker, der fir langere Gefalle und starkere Gefallverzweigungen in der

CMV-positiven Gruppe spricht. CMV infiziert und akkumuliert sich in den Perizyten (61).
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Perizyten sind die kontraktilen Zellen entlang der Kapillaren und u. a. fur die Angiogenese,
den zerebralen Blutfluss und die Gefal3stabilisierung zusténdig (61-64). Eine héhere Anzahl
an Perizyten geht mit einem schlechteren Ansprechen auf Chemotherapie und somit einer
schlechteren Prognose einher (65). Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Perizyten
schneller zu den mit CMV infizierten Glioblastomzellen im Vergleich zu den naiven
Glioblastomzellen wandern (59). Zusatzlich wurde eine erhdhte PDGF-d-Expression in den
MCMV-positiven Mausen beobachtet, die wiederum mit einer erhéhten Angiogenese und
Perizyten-Migration ins Tumorgewebe einherging. Nach der PDGF-d-Elimination wurden eine
geringere Perizyten-Migration und Angiogenese, ahnlich wie in der MCMV-negativen
Kontrollgruppe, beobachtet (59). Dementsprechend kann PDGF-d als ein ,Vermittler’, der die
CMV-Einflisse auf die Hypervaskularisierung und das Glioblastom-Wachstum erméglicht,
angenommen werden. Die PDGF-d-Farbung und die Vaskularisierung konnten durch die
Gabe einer antiviralen Medikation, Cidofivir, reduziert werden. Zudem wurde bei MCMV-
positiven Mausen, die Cidofovir erhielten, ein langeres OS im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe beobachtet. Bei MCMV-negativen Mausen zeigte die
Behandlung jedoch keinen signifikanten Effekt auf das OS (59).

2.2.1 T-Zell-Dysfunktion in Glioblastomen

CD8+ T-Zellen sind entscheidend flirr die Abwehr von Virusinfektionen und Karzinomen. Naive
CDB8+ T-Zellen proliferieren und differenzieren zu Effektorphanotypen, wenn sie auf Antigene
treffen, die auf Klasse-I-HLA-Molekiilen von dendritischen Zellen prasentiert werden. CD8+
Effektor-T-Zellen wandern zu den Infektionsstellen und téten infizierte oder krebsartige Zellen
ab. Nach der Beseitigung der Infektion bleibt ein Pool von pathogenspezifischen CD8+
Gedachtnis-T-Zellen bestehen, der bei erneutem Kontakt mit demselben Pathogen schnell
reagiert (66).

In einer Studie aus dem Jahr 2017 wurde festgestellt, dass CD3+ und CD8+ T-Zellen sowohl
im Tumorgewebe als auch im Blut von |IE-1-seropositiven Patienten mit Glioblastom vermehrt
vorhanden waren (18). Die Gewebe-IE-1-Positivitat korrelierte in dieser Studie mit einer
erhéhten CD3+ und CD8+ T-Zell-Infiltration (P < 0,0001). CD8+ Effektor-Gedachtnis-T-Zellen
(T-EM) machten den GroRteil der CD8+ T-Zellen im Tumorgewebe aus, verglichen mit dem
peripheren Blut von CMV-positiven Patienten (P < 0,0001) sowie CMV-positiven (P < 0,001)
und -negativen (P < 0,001) Spendern. In den Biopsien wiesen die CMV-spezifischen CD8+ T-
EM-Zellen im Vergleich zu den Populationen im peripheren Blut hohe Expressionsniveaus der
Immun-Checkpoint-Proteine CTLA-4 und PD-1 auf (P < 0,001 bzw. P < 0,0001) (18). Trotz
der scheinbar erhéhten Immunogenitat von CMV im Vergleich zu Tumorantigenen waren die

T-Zellen bei hohem Expressionsniveau der Immun-Checkpoint-Proteine CTLA-4 und PD-1
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gehemmt, und der CMV-Status hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der
Patienten (HR = 0,85; 95 % CI 0,564—1,290; P = 0,45) (18).

Die Verbesserung der Immunfunktion im Tumormikroumfeld kénnte daher das Uberleben der
Patienten erhohen. Diese Ergebnisse unterstutzen das wachsende Interesse an der
Verabreichung von ex vivo expandierten, autologen, antigen-spezifischen T-Zellen oder der
Verwendung von Tumorzelllysat-gepulsten dendritischen Zellen in der Immuntherapie gegen

Glioblastome.

2.3 Herpesviren und Karzinome

Herpesviren werden beim gesunden Menschen nach der Infektion durch die CTL
stummgeschaltet, sodass sie einen asymptomatischen Verlauf aufweisen, wahrend sie in den
Zellen persistieren (11). Nur bei einer Immunsuppression (z. B. durch AIDS, iatrogene
Ursachen etc.) kénnen diese Viren sich replizieren und symptomatisch werden. Die
Mechanismen werden anhand des Epstein-Barr-Virus (EBV) erklart.

Wenn EBV zuerst eine naive B-Zelle infiziert, setzt es das Wachstumsprogramm oder
Latenz-11I-Muster ein, das EBV-Proteine mit ausreichendem onkogenem Potenzial exprimiert,
um in vitro eine Unsterblichkeit und in vivo B-Zell-Wachstum und -Differenzierung auszulésen.
Dabei werden die Gene EBNA1, EBNA6 sowie LMP1, LMP2A und LMP2B exprimiert. Dieses
Expressionsmuster zwingt die infizierten Zellen, sich zu proliferierenden B-Zellen zu
entwickeln, was die Replikation der EBV-Episome ermdglicht. Latenz IIl fallt jedoch
immunogen aus und Zellen, die dieses Muster zeigen, werden von CTL eliminiert (67). Die
daraus resultierende Immunantwort durch CTL férdert in infizierten Zellen den Wechsel zum
Latenz-1l- und dann Latenz-I-Muster, das weder immunogen noch onkogen ist, da nur EBNA1
und EBER exprimiert werden (10). Wahrend EBV nicht direkt genetische Veranderungen im
Wirt (somatische Mutationen) verursacht, kénnen die durch EBV verursachte chronische
Infektion und Zellproliferation zu einer Umgebung beitragen, die das Risiko flir solche
Mutationen, wie die Uberexpression von BCL-6, Mutationen im p53-Gen oder Mutationen in
den RAS-Genen, erhoht.

Bei immunsupprimierten Patienten und AIDS-Patienten kénnen Latenz-lllI-Zellen gedeihen
und zu Posttransplantationslymphomen (PTLD) oder AlDS-assoziierten Non-Hodgkin-
Lymphomen (NHL) flhren, wobei somatische Mutationen des Wirts zur Lymphomgenese
beitragen (10). In Malaria-Regionen begunstigt die durch P. falciparum induzierte B-Zell-
Proliferation das Auftreten von 8:14-Translokationen, die wiederum zur Burkitt-
Lymphomagenese fuhren kdnnen (68). Die Glioblastomzellen weisen eine hohe Expression
von CTLA-4- und PD-1-Antigenen auf, die zur Herunterregulierung der CTL und der

Immunantwort fiihren (18). Die Immunsuppression kénnte zur Entstehung neuer somatischer
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Mutationen durch die CMV-Infektion bei Patienten mit Glioblastom beitragen, ahnlich wie bei

der Lymphomgenese in EBV-assoziierten NHL.

2.4 Uneinheitliche Daten bezuglich der CMV-Prasenz in Glioblastomen

Ein Zusammenhang zwischen einer CMV-Infektion und der Malignitat eines Tumors wurde
bereits in den 70er-Jahren vermutet, erstmals beim Prostata-CA (12). Im Jahr 2002 haben
Cobbs et al. zum ersten Mal CMV-Proteine in histopathologischen Praparaten von glialen
Tumoren entdeckt (15). Diese waren nur in den Glioblastomzellen ersichtlich und im gesunden
Hirngewebe nicht vorhanden, was den Verdacht weckte, dass ein Zusammenhang zwischen
diesem Virus und Glioblastomen bestehen kdnnte.

In den nachsten Jahren folgten kontroverse Publikationen, die keine CMV-DNA weder im
Tumorgewebe noch im peripheren Blut entdecken konnten (69-71), aber auch Arbeiten, die
von einer CMV-Prasenz im Glioblastom-Tumorgewebe, aber keinem Nachweis weder in den
nekrotisierten Anteilen des Tumors noch aufRerhalb der Tumorgrenzen berichteten (13, 72,
73). Im Jahr 2008 haben Scheurer et al. ahnliche Daten publiziert und schlugen vor, dass die
Anzahl an CMV-infizierten-Zellen mit den héheren Graden des Glioms zunimmt (P = 0.006 —
Vergleich zw. Glioblastom vs. Low-Grade-Glioma (LGG) und anaplastischen Astrozytomen)
(67). In derselben Publikation haben Scheurer et al. die kontroverse Datenlage auf die
uneinheitlichen Vorbereitungsmethoden zurlickgefuhrt. Sie behaupteten, dass die
Gewebeproben eine Dicke von 6um haben missen, um die optimale Farbung erzielen zu
kénnen. Dieses Kriterium wurde zuvor von Mitchell et al. erfillt und sie konnten damit ebenso
positive Daten erzielen (72). Dieser Faktor wurde in den Publikationen von Lau et al. und
Sabatier et al., die keine CMV-Zellen in den Proben nachweisen konnten, in der Methodik
nicht erwahnt (70, 71). Poltermann et al., ebenso mit negativen Resultaten bei der Suche nach
CMV-Zellen im Tumorgewebe, haben Probeschnitte mit einer Dicke von 8um verwendet (69),
die eigentlich nur fir oberflachliche Farbungen geeignet sind.

Zusatzlich muss eine hdhere Antikérperkonzentration zur Erkennung der niedrigeren
CMV-Konzentrationen gewahrleistet werden (74). Lau et al. und Poltermann et al. haben eine
IE1-Antikérperverdinnung von 1:200 und Sabatier et al. von 1:100 benutzt (69-71). Diese
Verdinnungsraten sind eher geeignet fir die Entdeckung aktiver CMV-Infektionen und nicht
fur die niedrigkonzentrierten HCM-Viren im Gehirn. Scheurer et al. haben mit einer IE1-AK-
Verdinnung von 1:40 eine CMV-Infektion in 100 % der Glioblastom-Tumorproben (n = 21)
und in 82 % der LGG (n = 14) nachweisen kdnnen (57).

Die Entparaffinierung der Proben muss ebenso gewisse Kriterien erfillen, damit die viralen
Antigene erhalten bleiben und entdeckt werden konnen. Unter anderem darf die

Erhitzungsphase der Proben in der Mirowelle nicht zu lange dauern, da dies die virale Epitope
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denaturieren kann. Lau et al. und Poltermann et al. haben die Proben jeweils 10 und 20
Minuten in der Mikrowelle erhitzt (69, 70), was als zu lange zu bewerten ist (57). Fir eine
bessere Entparaffinierung schlagen Scheurer et al. eine Kombination aus Erhitzung in der
Mikrowelle (zur Entfernung des groben Paraffinanteils) und Xylole vor (57).

Eine weitere Kritik an den negativen Resultaten von Sabatier et al. betrifft deren Nutzung des
sogenannten Mikroarray (71). Mikroarray umfasst eine Methode zur Gen-Erkennung im Labor.
Nur ein punktueller Anteil an Gewebe reicht flir Tausende von Untersuchungen aus. Da das
Glioblastom aber inhomogen ausgebildet ist, stellt Mikroarray nicht die reprasentativste
Methode dar, um nach CMV-Genen im Glioblastom zu suchen. Heute herrscht Konsens
darlber, dass CMV in den meisten, wenn nicht allen Glioblastom-Tumoren vorhanden ist,
wahrscheinlich den malignen Phéanotyp des Tumors moduliert und daher als

onkomodulatorisches Mittel angesehen wird (73).

2.5 Die Rolle der molekularen Mimikry in der Krebsimmuntherapie:

Erkenntnisse aus praklinischen und klinischen Studien

Als beste prognostische Marker flr ein erfolgreiches Ergebnis einer Immuntherapie gelten
eine hohe Tumormutationslast und T-Zell-Infiltration, basierend auf der Uberlegung, dass ein
Tumor mit einer hohen Anzahl an Mutationen eine hdhere Chance aufweist, durch
T-Zellen-Infiltration erkannt und eliminiert zu werden (75). Dennoch zeigen Studien, dass die
qualitativen Eigenschaften von Tumorneoantigenen moglicherweise relevanter sind als die
Quantitat. Es wird angenommen, dass Tumorantigene eher immunogen sind, wenn sie
Antigenen ahneln, die mit Infektionskrankheiten in Zusammenhang stehen, da sie mit
gréRerer Wahrscheinlichkeit von einer T-Zelle erkannt werden (75-77).

Chiaro et al. berichteten in einer Publikation von einer Serie erfolgreicher Tierversuchen zur
Bestatigung der Theorie, dass Tumore Peptide aufweisen kénnten, die einen hohen Grad an
Homologie mit viralen Peptiden aufweisen und es dadurch kreuzreaktiven T-Zellen
ermoglichen konnten, Tumorzellen durch molekulare Mimikry zu erkennen und abzutbten
(78). Sie haben gezeigt, dass bei Mausen eine bestehende Immunitat gegen bestimmte virale
Epitope die Wirksamkeit der Krebsimmuntherapie durch molekulare Mimikry in verschiedenen
Situationen steigerte. Um zu verstehen, ob dieser Mechanismus teilweise das Ansprechen
auf eine Immuntherapie beim Menschen erklaren konnte, analysierten sie eine Kohorte von
Melanom-Patienten. Die periphere Anti-CMV-lgG-Konzentration der Patienten wurde in
Abstdnden von 1 und 3 Monaten nach der Therapie gemessen. Es zeigte sich eine
Responder- und eine Non-Responder-Gruppe, wobei die Responder-Gruppe hohere Anti-
CMV-IgG-Konzentrationen aufwies (Rimo 12.8 g/L vs. NR1imo: 9.4 g/L, P = 0.02, Ramo 12.7 g/L

vs. NRsmo: 9.9 g/L). In dieser Patientenkohorte zeigte sich, dass hohe Konzentrationen an
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CMV-spezifischen Antikérpern mit einem verlangerten PFS verbunden waren, und es wurde
festgestellt, dass periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) sowohl mit Melanomen als auch
CMV-homologen  Peptiden  kreuzreagieren  konnten.  Schlielllich  zeigte die
T-Zell-Rezeptorsequenzierung die Expansion derselben CD8+-T-Zellklone, wenn PBMC mit

Tumor- oder homologen Viruspeptiden expandiert wurden (78).

2.6 Therapie des Glioblastoms

Trotz jahrzehntelanger Forschung Uber die Pathophysiologie des Glioblastoms bleiben die
Therapiemdglichkeiten beschrankt und die Prognose schlecht. Im Jahr 2005 etablierte sich
das Stupp-Protokoll als Standardtherapieschema. Dieses besteht aus totaler Tumorresektion,
Radiotherapie mit adjuvanter und konkomitanter Chemotherapie mit TMZ (4). Weitere Studien
wurden insbesondere flr Patienten mit unmethyliertem MGMT-Gen entwickelt. Aufgrund der
Vielzahl dieser Studien werden nicht alle im Detail erwahnt. Welche Therapie einem Patienten
angeboten wird, hangt von vielen Faktoren ab, u. a. dem
Eastern-Cooperative-Oncology-Group (ECOG)-Status des Patienten, dem Alter und dem
MGMT-Methylierungsstatus.

Tabelle 1: ECOG-Leistung-Status

Grad ECOG-Leistung-Status (79)

0 Ganz aktiv, kann alle Leistungen wie vor der Erkrankung uneingeschrankt weiterfuhren

1 Eingeschrankt in korperlich anstrengenden Aktivitdten, aber gehfahig und in der Lage, leichte oder

sitzende Arbeiten auszufiihren, z. B. leichte Arbeit im Haus, Bliroarbeit

2 Gehfahig und in der Lage, sich selbst zu versorgen, jedoch nicht in der Lage, irgendwelche

Arbeitstatigkeiten auszufiihren; etwa mehr als 50 % der Wachstunden mobil

3 Nur begrenzt zur Selbstfiirsorge fahig; mehr als 50 % der Wachzeit an Bett oder Stuhl gebunden
sein
4 Vollig abhangig; Nicht zur Selbstfirsorge fahig; immer an Bett oder Stuhl gebunden
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2.6.1 Operation

In randomisierten Studien wurde gezeigt, dass mit der fluoreszenzgesteuerten Chirurgie
(FGS) im Vergleich zur konventionellen Resektion eine umfassendere Resektion
hochgradiger Gliome erreicht werden kann, was zu langerem PFS und OS fihrt (80). Die
Standardmethode zur FGS mit der besten Datenlage ist das 5-aminolevulinic acid (5-ALA),
das praoperativ oral appliziert wird.

Orales 5-ALA wird in den Mitochondrien von Gliomzellen metabolisiert, um Protoporphyrin X
(PpIX) zu produzieren, das unter tiefblauem Licht fluoresziert. Diese Anreicherung von
fluoreszierendem PplIX in den Tumorzellen ermoéglicht die Abgrenzung vom umliegenden
Gewebe und erleichtert die Resektion. Es wurde festgestellt, dass die schwache
intraoperative Fluoreszenz lGiber das Volumen des praoperativen kontrastmittelaufnehmenden
Tumors hinausgeht. Dies deutet darauf hin, dass 5-ALA die Darstellung von
MRT-non-Enhancing-Tumorgewebe ermoglicht (81). Es wird angenommen, dass die
Akkumulation von 5-ALA-vermitteltem PplX teilweise vom Grad der Stérung der BHS abhangt,
aber auch von einer Reihe anderer Faktoren, wie einem erhdhten Zellstoffwechsel und
verandertem Tumormikromilieu. Im Jahr 2017 genehmigte die US-amerikanische
Food-and-Drug-Administration 5-ALA (Gleolan, NX Development Corp.) als Hilfsmittel fir die
intraoperative Darstellung hochgradiger Gliome (WHO-Grad Il oder IV in der praoperativen
Bildgebung). Derzeit betragt die akzeptierte Dosis von 5-ALA 20 mg/kg Kdrpergewicht und

wird 3 Stunden vor einer geplanten chirurgischen Tumorresektion oral verabreicht (82).

2.6.2 Adjuvante Therapie

Welche weiteren Mallnahmen nach der operativen Entfernung des Tumors erfolgen sollen,
l&sst sich durch Faktoren wie MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (83), Alter des Patienten,
AZ bzw. ECOG des Patienten sowie Vertraglichkeit und Wirksamkeit einer gewahlten

Therapie entscheiden.

2.6.2.1 STUPP-Schema
Im Jahr 2005 veréffentlichten Stupp et al. im New England Journal of Medicine eine Studie,
bei der Patienten mit Glioblastom nach der Resektion randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt
wurden. In der Kontroligruppe erhielten die Patienten eine alleinige Radiotherapie und die
zweite Gruppe erhielt zusatzlich flir 6 Wochen eine konkomitante TMZ-Therapie, gefolgt von
6 Zyklen TMZ a5/28. Die HR fir den Tod bei Patienten, die mit Strahlentherapie plus TMZ
behandelt wurden, im Vergleich zu denen, die nur Strahlentherapie erhielten, betrug 0,63
(95% CI: 0,52-0,75; P < 0,001) (54). Aufgrund dieser Daten hat sich das Stupp-Protokoll als

Standardtherapie des Glioblastoms etabliert.
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2.6.2.1 CeTeG-Studie

Far Patienten mit einer MGMT-Promotor-Hypermethylierung besteht die Moglichkeit, an der
CeTeG-Studie teilzunehmen. In dieser Studie erhalten die Patienten zusatzlich zum TMZ das
Alkylierungsmittel CCNU (84). CCNU ist ein Alkylierungsmittel vom Nitrosoharnstoff-Typ. Es
wird in vivo hydrolysiert, wodurch reaktive Metaboliten entstehen, die eine Alkylierung und
Quervernetzung der DNA und RNA verursachen (an der OG6-Position von Guanin-
enthaltenden Basen). Hierdurch wird die Zytotoxizitat induziert (85). CCNU kann wie TMZ die
BHS dberqueren (85). In dieser offenen, randomisierten Phase-3-Studie wurden 141
Patienten im Alter von 18 bis 70 Jahren mit neu diagnostiziertem Glioblastom und
methyliertem MGMT-Promotor sowie einem Karnofsky-Performance-Score von 70 % oder
hoéher in 17 deutschen Universitatskliniken eingeschlossen. Die Patienten wurden zufallig
(1:1) einer von zwei Behandlungsgruppen zugeordnet: Entweder erhielten sie die
Standardbehandlung mit TMZ (75 mg/m? pro Tag wahrend der Radiotherapie [59-60 Gy],
gefolgt von sechs Zyklen TMZ mit 150-200 mg/m? pro Tag an den ersten 5 Tagen eines 4-
Wochen-Zyklus) oder bis zu sechs Zyklen CCNU (100 mg/m? am Tag 1) plus TMZ (100-200
mg/m? pro Tag an den Tagen 2-6 eines 6-Wochen-Zyklus) zusatzlich zur Radiotherapie (59-
60 Gy). Aufgrund der unterschiedlichen Behandlungsplane waren weder die Patienten noch
die Arzte verblindet. Der primare Endpunkt war das Gesamtiiberleben in der modifizierten
Intention-to-Treat-Population, die alle randomisierten Patienten umfasste, die mit der
zugewiesenen Chemotherapie begonnen hatten. 129 Patienten (63 in der TMZ-Gruppe und
66 in der CCNU-TMZ-Gruppe) bildeten die modifizierte Intention-to-Treat-Population. Das
mediane Gesamtiberleben verbesserte sich von 31,4 Monaten (95% CI 27,7-47,1) bei TMZ
auf 48,1 Monate (32,6 Monate bis nicht beurteilbar) bei CCNU-TMZ (HR 0,60, 95% CI 0,35-
1,03; p = 0,0492). Nebenwirkungen vom Grad 3 oder hoher traten bei 32 (51%) von 63
Patienten in der TMZ-Gruppe und bei 39 (59%) von 66 Patienten in der CCNU-TMZ-Gruppe
auf (84).

2.6.2.2 N2M2-Studie
NCT-Neuro-Master-Match ~ (N2M2)-Trial  bezeichnet eine  Phase-l/lla-Studie  fir
IDH-Wildtyp-Patienten ohne MGMT-Promotor-Hypermethylierungsnachweis. Patienten ohne
MGMT-Promotor-Hypermethylierung (ca. 1/2 aller Glioblastom-Patienten) stellen keine
passenden Kandidaten flur eine TMZ-Therapie dar, da das Temodal ein alkylierender Agent
ist und dessen Wirkung durch das vorhandene MGMT-Enzym aufgehoben wird. Bei diesen
Patienten wird versucht, anhand der molekularen Untersuchungsergebnisse eine gezielte

Therapie durchzufiihren. In Deutschland wurde die N2M2-Studie hauptsachlich fir Patienten
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ohne MGMT-Promotor-Methylierung entwickelt. Patienten, bei denen die definierten
Biomarker nachzuweisen sind, werden einer der funf Subgruppen der Match-Gruppe
zugeordnet. Die Stratifizierung erfolgt anhand der folgenden Therapeutika und deren
Ansatzpunkte: Alectinib, ldasanutlin, Palbociclib, Vismodegib und Temsirolimus (86).
Patienten ohne passende/definierte molekulare Merkmale (sog. Non-Match) werden
randomisiert einer der Subgruppen ohne starke Biomarker zugeordnet und erhalten
Atezolizumab, Asinercept (APG101) oder Standard-TMZ (86).

2.6.2.3 EORTC-26062
Die European-Organisation-for-Research-and-Treatment-of-Cancer (EORTC)-26062-Studie
wurde als Primartherapie fur altere Patienten oder Patienten mit eingeschranktem klinischem
Funktionsstatus mit Glioblastom entwickelt. Die Ergebnisse der Studie haben gezeigt, dass
eine hypofraktionierte RCT mit TMZ und bis zu zwdlIf Erhaltungszyklen TMZ einer alleinigen

Radiotherapie bei Senioren Uberlegen ist (87).

2.6.2.4 Tumor Treating Fields (TTF)

Tumor-treating fields (TTFields) ist eine antimitotische Behandlungsmethode, die durch die
Anwendung niederfrequenter Wechselstromfelder die Zellteilung und die Organellenbildung
in Glioblastomzellen stort (88).

In einer randomisierten, offenen Studie von Stupp et al. wurden 695 Patienten mit Glioblastom
eingeschlossen, deren Tumor entweder reseziert oder biopsiert wurde und die eine RCT
abgeschlossen hatten. Die Patienten wurden in 83 Zentren zwischen Juli 2009 und 2014
rekrutiert und bis Dezember 2016 nachbeobachtet. die Patienten wurden im Verhaltnis 2:1
randomisiert und erhielten entweder TTFields in Kombination mit einer Erhaltungstherapie mit
TMZ (n = 466) oder nur TMZ (n = 229). Die TTFields, bestehend aus niederfrequenten (200
kHz) Wechselstromfeldern, wurden mindestens 18 Stunden taglich tber vier auf der Kopfhaut
angebrachte Transducer-Arrays mithilfe eines tragbaren Gerats verabreicht. Beide Gruppen
erhielten TMZ (150-200 mg/m?) an 5 Tagen in einem 28-Tage-Zyklus (6-12 Zyklen). Das
mediane PFS ab Randomisierung betrug 6,7 Monate in der TTFields-TMZ-Gruppe und 4,0
Monate in der TMZ-allein-Gruppe (HR 0,63; 95% CI 0,52-0,76; p < 0,001). Das mediane OS
lag bei 20,9 Monaten in der TTFields-TMZ-Gruppe im Vergleich zu 16,0 Monaten in der TMZ-
allein-Gruppe (HR 0,63; 95% CI 0,53-0,76; p < 0,001). Systemische Nebenwirkungen traten
bei 48% der Patienten in der TTFields-TMZ-Gruppe und bei 44% der Patienten in der TMZ-
allein-Gruppe auf. Leichte bis mittelschwere Hauttoxizitat unter den Transducer-Arrays wurde
bei 52% der Patienten in der TTFields-TMZ-Gruppe beobachtet, wahrend in der TMZ-allein-

Gruppe keine Patienten davon betroffen waren (88).
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2.6.2.5 Bevacizumab

Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifisch auf den vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) abzielt. VEGF spielt eine zentrale Rolle bei der Bildung neuer
BlutgefalRe (Angiogenese), die fur das Tumorwachstum entscheidend sind. In einer
randomisierten Studie wurden 437 Patienten mit Glioblastom und Tumorprogression nach
einer Chemoradiotherapie im Verhaltnis 2:1 entweder Lomustin plus Bevacizumab
(Kombinationstherapie, 288 Patienten) oder Lomustin allein (Monotherapie, 149 Patienten)
zugewiesen. Trotz eines verlangerten PFS flhrte die Behandlung mit Lomustin plus
Bevacizumab zu keinem Uberlebensvorteil im Vergleich zur Behandlung mit Lomustin allein
bei Patienten mit Glioblastomprogress (OS-Kombinationstherapie: 9,1 Monate, 95% CI 8,1 bis
10,1 vs. OS-Monotherapie: 8,6 Monate, 95% CI 7,6 bis 10,4) (89). Schwere unerwiinschte
Nebenwirkungen (Grad 3 bis 5) traten bei 63,6% der Patienten in der Kombinationstherapie-
Gruppe und bei 38,1% der Patienten in der Monotherapie-Gruppe auf. Die Zugabe von
Bevacizumab zu Lomustin beeinflusste weder die Lebensqualitdt noch die neurokognitive
Funktion (89).

2.6.2.6 ACT-IV-Studie

Die ACT-IV-Studie war eine randomisierte, doppelblinde Phase-llI-Studie, die in 22 Landern
durchgefihrt wurde. Sie richtete sich an Patienten mit Glioblastom, die das epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)-Variante-IlI-Gen exprimierten (90). Das Ziel der Studie
bestand darin, die Wirksamkeit eines peptidbasierten Impfstoffs namens Rindopepimut zu
untersuchen. Dieser Impfstoff soll das Immunsystem dazu anregen, gezielt gegen
Tumorantigene vorzugehen, insbesondere gegen das EGFRvlll-Antigen. Das EGFRuvllI-
Antigen bezeichnet eine Mutation des EGFR, die haufig bei Glioblastom-Patienten auftritt.
Obwohl die anfanglichen Daten vielversprechend ausfielen, zeigte sich letztlich kein
Unterschied im OS im Vergleich zur Kontrollgruppe. Spater stellte sich heraus, dass bei
Rezidiven bis zu 60 % der Tumorzellen die Expression des EGFRvIII-Gens verloren hatten
(91).

2.6.3 Alleinige Strahlentherapie

Bis zur Einfihrung des Stupp-Protokolls in den frihen 2000er Jahren war die alleinige
Strahlentherapie bis zu einer Gesamtdosis von 60 Gy in 1,8-2 Gy-Fraktionen der Standard
bei der Behandlung von Glioblastomen. Die Strahlentherapie fuhrte zu einer ungefahren
Verdopplung der medianen Uberlebenszeit im Vergleich zu Patienten, die nur ,best supportive

care’ erhielten (OS-,best supportive care: 17 Wochen vs OS-Radiotherapie: 37.5 Wochen)
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(92). Patienten ab 70 Jahren profitieren von einer Strahlentherapie mit 50 Gy in 1,8-Gy-
Fraktionen mehr als von einer alleinigen ,best supportive care’, insbesondere wenn eine
Resektion des Tumors nicht durchgefiihrt werden kann (93). Bei Patienten mit unglnstigen
Prognosefaktoren, wie hdherem Alter und schlechtem Allgemeinzustand, kann alternativ eine
hypofraktionierte Strahlentherapie eingesetzt werden. Diese Methode verwendet grofiere
Einzeldosen pro Sitzung (3 Gy) und erfordert dadurch weniger Sitzungen, was die

Gesamtdauer der Behandlung verkurzt.

2.6.4 Adjuvante Therapie bei Tumorrekurrenz

Aktuell ist CCNU das Mittel der Wahl bei Tumorrekurrenz. In geeigneten Fallen kann ein TMZ-
Rechallenge-Konzept erwogen werden. Regorafenib bezeichnet einen oralen Multi-Kinase-
Inhibitor, der hauptsachlich bei nicht resezierbaren gastrointestinalen Tumoren,
metastasierten kolorektalen Tumoren und hepatozellularen Karzinomen eingesetzt wird. Die
aktivierten Metaboliten des Regorafenibs blockieren multiple membrangebundene oder
intrazellulare Proteinkinasen. Diese umfassen zum einen Kinasen, die eine Rolle in der
Angiogenese von Tumoren spielen, z. B. VEGFR 1 bis 3. Zum anderen werden Kinasen
gehemmt, die eine Rolle bei der Entstehung von Karzinomen spielen. Dazu gehoren v. a.
Protoonkogene KIT und RET, deren Uberexpression auch mit einer Resistenzentwicklung
gegen herkdbmmliche antiangiogene Therapien in Verbindung gebracht wird. Kinasen wie
FGFR und PDGFR, die mitverantwortlich fir die Metastasierung von Tumoren sind, werden
ebenso von Regorafenib blockiert (94).

Durch seinen Wirkmechanismus eignet sich Regorafenib fur Patienten, die Resistenzen
gegen einzelne Kinase-Inhibitoren entwickelt haben. In den letzten Jahren wurde dieses Mittel
auch bei Patienten mit Glioblastom eingesetzt, die unter Therapie mit TMZ oder CCNU einen
Tumorprogress zeigten.

In einer multizentrischen randomisierten Phase-II-Studie haben Lombari et al. von einem
langeren OS bei Patienten im Regorafenib- im Vergleich zu Patienten in CCNU-Gruppe
berichtet. In dieser randomisierten Phase-lI-Studie erhielten 59 Patienten mit
Glioblastomrekurrenz nur Regorafenib und 60 nur Lomustine. Zum Zeitpunkt der Daten-
Analyse waren 99 (83 %) von 119 Patienten verstorben: 42 (71 %) von 59 in der Regorafenib-
Gruppe und 57 (95 %) von 60 in der Lomustin-Gruppe. Das OS war in der Regorafenib-
Gruppe signifikant besser im Vergleich zur Lomustin-Gruppe, mit einem medianen OS von
7,4 Monaten (95 % CI 5,8-12,0) in der Regorafenib-Gruppe und 5,6 Monaten (4,7-7,3) in der
Lomustin-Gruppe (HR 0,50; 95 % CI 0,33-0,75; p = 0,0009). Schwerwiegende
therapiebedingte Nebenwirkungen (Grad 3-4) traten bei 33 (56 %) von 59 Patienten in der
Regorafenib-Gruppe und bei 24 (40 %) von 60 Patienten in der Lomustin-Gruppe auf (95).
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2.7 CMV-bezogene Therapieansatze

Es existieren vier Hauptbehandlungsmethoden, die auf CMV abzielen (96):

) Valganciclovir ist ein CMV-Replikationsinhibitor, der  potenzielle
Uberlebensvorteile beziiglich Glioblastome zeigt (24, 25).

) Immuntherapie kann das CMV-pp65-Antigen als spezifisches Ziel auf
Tumorzellen nutzen. Chimare Antigenrezeptor-T-Zelle (CAR-T-Zelle) kdnnen so
modifiziert werden, dass sie auf das CMV-pp65-Antigen abzielen und die
Tumorzellen direkt abtéten (23).

) Dendritische Zellen (DC)-basierte Impfstoffe, die durch das CMV-pp65-Antigen
aktiviert wurden, dienen dazu, zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) zu rekrutieren

V) Peptid-Impfstoffe: CMV kann auch zur Herstellung von Peptid-Impfstoffen
verwendet werden, die eine spezifische Immunantwort gegen Tumorzellen

auslosen.
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Abbildung 1: Wege der CMV-bezogenen Behandlung von Glioblastomen (Yang et al., J Clin Med)
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2.7.1 CMV-Replikationsinhibitoren (Valganciclovir)

Der aktive Valganciclovir-Metabolit Ganciclovir ist ein Nukleosid-Analogon und kann als
falscher’ Baustein in die virale Nukleinsaure eingebaut werden. Dies fihrt zur Hemmung der
viralen DNA-Synthese und schlief3lich zur Apoptose der sich replizierenden Zellen.

Die zentralen diesbezlglichen Studien sind Valcyte Treatment of Glioblastom Patients in
Sweden (VIGAS) und deren Folgestudien. Die initiale VIGAS-Studie war eine doppelblinde,
randomisierte, kontrollierte Studie, die 42 neu diagnostizierte Glioblastom-Patienten
einschloss und die Auswirkungen der Standardbehandlung mit oder ohne Standarddosis von
Valganciclovir bis zum Fortschreiten der Krankheit oder freiwilligen Riickzug verglich. Diese
randomisierte  Phase-I/ll-Studie im Karolinska Institut in Stockholm erbrachte
vielversprechende Daten beziglich Valganciclovir als Add-on-Therapie bei Glioblastom-
Patienten nach einer Tumorresektion (24). Es gab keinen signifikanten Unterschied der
Uberlebensrate in 3- und 6-monatigen Endpunkten zwischen der Placebo- (n = 20) und der
Valganciclovir-Gruppe (n = 22). Das kdnnte laut Autoren an der niedrigen Populationszahl
gelegen haben. Relevant an dieser Studie ist aber das langere OS der Patienten im
Valganciclovir-Arm, die das Medikament langer als 6 Monate eingenommen haben. 100 %
dieser Patienten waren im ersten Jahr nach der Diagnose noch am Leben. Die vorliegende
Studie ergab ein signifikant besseres OS von 24,1 Monaten fiir die Gruppe, die die Add-on-
Therapie mit Valganciclovir fir mehr als 6 Monate erhielt, im Vergleich zu 13,1 Monaten fir
die Gruppe, die ausschlief3lich die ubliche Chemo- und Strahlentherapie erhielt (p < 0,0001).
Zusatzlich korrelierte eine langere Valganciclovir-Einnahme mit einer langeren
Uberlebensrate. Sdderberg-Nauclér et al. behaupten, dass dies méglicherweise durch die
Hemmung der spaten Expression von CMV-Proteinen und CMV-induzierter
Regulierungsmechanismen erklart werden kann (97). Allerdings besteht Kritik an diesen
Daten, da die Patienten der Placebo-Gruppe nach 6 Monaten zur Valganciclovir-Gruppe
wechseln durften. Die gleiche Forschungsgruppe verdffentlichte 2020 die Ergebnisse einer
Folgestudie. Diese zeigen, dass Patienten mit neu diagnostiziertem Glioblastom, die
Valganciclovir erhielten (n = 102), eine ldngere mediane Gesamtuiberlebenszeit (OS 24,1 vs.
13,3 Monate, P < 0,0001) und eine héhere 2-Jahres-Uberlebensrate (49,8 % vs. 17,3 %) im
Vergleich zu den Kontrollen (n = 231) aufwiesen. Die mediane Zeit bis zur Tumorprogression
war ebenfalls langer als bei den Kontrollen; 9,9 (0,7-67,5 Monate) versus 7,3 (1,2-49
Monate), (P = 0,0003) (25).

Die Behandlung mit Valganciclovir bei sekundaren und rezidivierenden Glioblastomen zeigte
ebenfalls vielversprechende Ergebnisse. Im Jahr 2020 verdéffentlichte diese Arbeitsgruppe die
Ergebnisse einer Valganciclovir-Add-on-Studie bei 44 Patienten mit sekundarem Glioblastom,
wobei 8 Patienten Valganciclovir zusatzlich zur Sekundartherapie erhielten. Das OS nach dem

Rezidiv verbesserte sich von 12,7 auf 19,1 Monate, und die 24-Monats-Uberlebensrate stieg
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von 2,8 auf 37,5 % (98). Eine retrospektive Folgestudie, ebenfalls von derselben
Arbeitsgruppe aus der Karolinska Universitatsklinik, umfasste 29 Patienten mit rezidiviertem
Glioblastom, die Valganciclovir zusatzlich zur Second-line-Therapie erhielten. Das OS
verlangerte sich von 7,4 Monaten auf 12,1 Monate im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 109),
unabhangig vom MGMT-Methylierungsstatus (30). Keine der beiden retrospektiven Studien
testete auf CMV-Infektion oder Viruslast. Die Studien umfassten Zweitlinientherapien,
einschlielllich erneuter Operation, hypofraktionierte Strahlentherapie, TMZ, CCNU,
Bevacizumab und/oder Gamma-Knife-Behandlung.

Ein weiteres Forschungsteam berichtete, dass die Kombination von Valganciclovir und
Bevacizumab bei Patienten mit rezidivierendem Glioblastom zu einer verlangerten
Uberlebenszeit fiihrte. Die Kohorte, die gleichzeitig Valganciclovir und Bevacizumab erhielt,
wies eine 6-monatige progressionsfreie Uberlebensrate (PFS-6) von 50 % und ein OS von
11,3 Monaten auf, was signifikant Ianger war als bei den historischen Kontrollen (99).

Die exakten Wirkmechanismen der Valganciclovir-Therapie bei Patienten mit Glioblastom sind
noch nicht vollstandig geklart. Zellen im Glioblastom-Tumorgewebe prasentieren zwar CMV-
assoziierte Proteine, jedoch konnte in den meisten Glioblastom-Tumorzellen keine CMV-
Nukleinsaure nachgewiesen werden. Hellstrand et al. behaupten daher, dass sich CMV in
diesen Zellen nur geringfligig repliziert, was erklart, warum virale Replikationsinhibitoren wie
Valganciclovir nur eine begrenzte Verbesserung der Therapieergebnisse bewirken (100).
Aufgrund der guten Vertraglichkeit von Valganciclovir und den nachgewiesenen positiven
Auswirkungen auf das OS sind jedoch weitere klinische Studien zur Bewertung dieser

Therapiemdglichkeit erforderlich (101).

2.7.2 Immuntherapie

Studien haben bereits von einem dysfunktionalen Immunsystem in Glioblastom-Patienten
berichtet (18). Eine Folge dieses Phanomens ist z. B. die erhéhte Anzahl der regulatorischen
T-Zellen (Twegs) im Tumorgewebe, die eine dampfende Wirkung auf die Immunantwort
aufweisen (34). Mehrere Kommunikationsschleifen in der Mikroumgebung des Tumors sind
fur die Rekrutierung und Aktivierung verschiedener Zellen des angeborenen Immunsystems
verantwortlich. CD8+-T-Zellen (CTL) spielen eine Schllsselrolle bei der Erkennung und
Eliminierung von Zellen, die aufgrund einer Virusinfektion oder einer malignen Transformation
abnormale Peptide auf ihrer Oberflache aufweisen (66). Basierend auf diesem Prinzip wurde
zunachst versucht, durch die alleinige Gabe ex vivo produzierter CTL therapeutische Effekte
zu erzielen. Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass die positiven Therapieeffekte nur von
temporarer Natur sind. Weitere Studien ergaben, dass die adjuvante Injektion von
Phosphoprotein 65 (PP65)-DC die Polyfunktionalitat der Adoptive-T-cell-Therapie (ATCT)
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verbessern und das OS verlangern kann, was auf Potenzial fiir eine Kombinationstherapie
hinweist (102).

2.7.2.1 CAR-T-Zelltherapie

Bei CAR-T-Zelltherapien werden T-Zellen aus dem Blut des Patienten entnommen und im
Labor durch Hinzufiigen eines Gens flr einen Rezeptor (genannt chimarer Antigenrezeptor
oder CAR) verandert, was den T-Zellen hilft, ein spezifisches Krebszellantigen zu binden. Die
CAR-T-Zellen werden dann dem Patienten zurtickgegeben.

In einer préaklinischen Studie haben Ghazi et al. 2012 versucht, eine polyklonale
CMV-spezifische T-Zellgenerierung mittels antigenprasentierender Zellen (APC) zu bewirken
(103). Das Ziel war die ex vivo Expansion von CMV-spezifischen CTL. Nachdem sie zeigen
konnten, dass 45 % der Glioblastom-Proben flir PP65 und 91 % fir Immediate Early Proteine
(IE)-1 positiv waren, haben sie APC entwickelt, die sowohl IE1- als auch PP65-Antigene
prasentierten, um sowohl PP65- als auch IE1-spezifische T-Zellen zu aktivieren und so eine
breitere Immunantwort auf die CMV-Zellen zu bewirken. Dabei wurden Kulturen im peripheren
Blut der Glioblastom-Patienten angelegt und fir sechs Wochen beobachtet. Die
Funktionstiichtigkeit der generierten CTL wurde (i) anhand deren Zytokin-Produktion nach
Kontakt mit CMV-Proteinen und (ii) Zerstérung der CMV*-Glioblastomzellen beurteilt. Die
T-Zellen-Funktion bei Glioblastom-Patienten befand sich nach der Behandlung quantitativ und
qualitativ auf dem Niveau des gesunden Menschen (103).

Im Jahr 2014 verdffentlichten Schuessler et al. die Ergebnisse einer Phase-I-Studie, in der
19 Patienten mit einem Glioblastom-Rezidiv autologe, CMV-spezifische T-Zellen injiziert
wurden (104). In dieser Studie erhielten die Patienten mindestens drei Infusionen aus
autologen CMV-spezifischen CTL in 4-(+/- 2) -wdchigen Intervallen zusatzlich zur
Chemotherapie. Die Infusionen sind gut vertragen worden und es hat nur bei einem Patienten
ernsthafte Nebenwirkungen, namlich einen epileptischen Anfall, gegeben. Insgesamt haben
10 Patienten die Studie abgeschlossen und 4 sind bis zur Datenverdffentlichung
progressionsfrei geblieben. Das mediane OS betrug > 57 Wochen (Spannweite
15.4-254 Wochen) und das mediane PFS > 35 Wochen (Spannweite 15.4-254 Wochen)
(104). Sie haben auflerdem berichtet, dass die meisten CMV-spezifischen CTL, die aus dem
Blut von Glioblastom-Patienten isoliert wurden, nicht polyfunktional waren und die jeweiligen
Zytokine nicht adaquat produzierten, aber nach Antigenexposition ex vivo ihre Fahigkeit zur
Produktion multipler Zytokine wiederhergestellt hatten und in der Lage waren, eine wirksame
Antitumorantwort in vivo aufzubauen. Diese Fahigkeiten sind im Verlauf wieder verloren
gegangen. Polyfunktionale T-Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie mehrere Funktionen

erflllen kénnen, einschlieRlich der Zytotoxizitat (gekennzeichnet durch die Expression von
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CD107) sowie der Sekretion der Zytokine IFN-y, TNF-a und IL-2 (105). Polyfunktionale T-
Zellen sind mit Immunschutz nach Impfungen (106), der Kontrolle von Infektionen wie dem
CMV (107, 108) und gunstigen Verlaufen bei HIV/AIDS (109) sowie Tumorriickbildungen (110,
111) assoziiert. Zusammenfassend lasst sich laut dieser Studie sagen, dass die adoptive
Immuntherapie von Patienten mit rezidivierendem Glioblastom mit CMV-spezifischen T-Zellen
sicher ist und langfristige klinische Vorteile bieten kann (104).

In einer Phase-I/lI-Studie aus dem Jahr 2018 publizierten Reap et al. Ergebnisse, die eine
erhdhte Wirksamkeit eines CMV-spezifischen T-Zelltransfers durch adjuvante Injektion von
PP65-DC zeigten (102). CMV-pp65-RNA-beladene DC verbessern die Polyfunktionalitat von
CMV-pp65-T-Zellen. Daruber hinaus konnte die eingeschrankte Polyfunktionalitat der aus
Glioblastomen gewonnenen CTL durch die simultane Applikation der DC-Impfstoffe langfristig
behoben werden, was auf das Potenzial einer Kombinationstherapie hinwies.

Eine weitere prospektive Phase-I-Studie mit 25 neu diagnostizierten Glioblastom-Patienten,
die mit CAR-T-Therapie behandelt wurden, ergab eine mediane OS von 21 Monaten und ein
PFS von 10 Monaten (112). Die Subgruppenanalyse deutete darauf hin, dass Patienten, die
die CAR-T-Therapie vor einem Rezidiv erhielten, eine mediane OS von 23 Monaten zeigten,
im Vergleich zu Patienten, die CAR-T nach einem Rezidiv erhielten, deren mediane OS
14 Monate betrug (112). Es wurde zusatzlich beobachtet, dass Patienten mit CMV-positiven

Blutserumproben nicht immer empfindlich auf CMV-spezifische T-Zellen reagierten (113).

2.7.3 Dendritische Zellen (DC)-basierte Impfstoffe

CMV kann von den T-Zellen oder dem Major-Histokompatibilitaitskomplex (MHC) als fremder
Stoff erkannt werden. Es ist im Tumorgewebe angereichert, jedoch kaum im peripheren Blut
und anderen Geweben verstreut. Praklinische Studien haben die potenziellen
Behandlungseffekte von Immuntherapien, die auf CMV-spezifische Immunzellen abzielen,
vorhergesagt (29, 114). CMV-spezifische DC-Impfstoffe zielen ublicherweise auf das
PP65-Antigen ab.

Im Jahr 2014 verdffentlichten Mitchell et al. die Ergebnisse einer praklinischen Studie mit
PP65-spezifischen CTL, die einen positiven Effekt der Therapie zeigten (29). In diesem
Versuch wurde beobachtet, dass die aus den PBMC von Patienten mit Glioblastom
gewonnenen T-Zellen nach Stimulation mit CMV-pp65-RNA-gepulsten DC eine
Polyfunktionalitat aufwiesen. Diese in vitro stimulierten T-Zellen zeigten eine Zunahme ihrer
Funktionalitat, gemessen an der Expression von CD107 und der Sekretion von IFN-y, TNF-a
und IL-2, im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen. Die DC mit RNA-Spezies gepulst wurden
als Zielzellen verwendet, um die Spezifitdt und Effektivitat der CMV-pp65-spezifischen

T-Zellen zu testen. Dies ermdglicht eine prazise Bewertung, ob die T-Zellen spezifisch das
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CMV-pp65-Antigen erkennen und darauf reagieren kénnen, was fir die Entwicklung gezielter
Immuntherapien zentral ist. Autologe Glioblastom-Tumorzellen wurden ebenfalls getestet, um
zu zeigen, dass die T-Zellen nicht nur DC, sondern auch tatsdchliche Tumorzellen des
Patienten lysieren kénnen. DC, die mit anderen RNA-Spezies gepulst wurden, dienten als
Kontrollgruppe und zeigten eine geringere oder keine spezifische Lyse, was die Spezifitat der
T-Zellen fir das CMV-pp65-Antigen belegt. Diese Ergebnisse haben gezeigt, dass in vitro
generierte  CMV-pp65-spezifische  T-Zellen in der Lage sind, autologe
Glioblastom-Tumorzellen spezifisch zu erkennen und zu lysieren. Diese Daten belegen
erstmals die immunologische Relevanz der CMV-spezifischen Immunitat bei der gezielten
Bekampfung von Gliomen (29). Die Studie ergab, dass 20 bis 50 % der Tumorzellen durch
immunologische Zielrichtung auf CMV pp65 erkannt und abgetétet werden konnten, da sie
ausreichend Antigen-Peptide exprimieren, um in Zytotoxizitatstests als Zielzellen dienen zu
kénnen (29).

Die ATTAC-Studien (Adoptive T-Cell Therapy Against Cancer) wird die Verwendung
autologer, CMV-spezifischer CTL zur Behandlung von Patienten mit rezidivierendem
Glioblastom untersucht (28). In diesen Phase-I/II-Studien werden CMV-spezifische T-Zellen
aus den peripheren Blutzellen der Patienten isoliert, ex vivo expandiert und anschlieflend in
Kombination mit TMZ verabreicht. Das Hauptziel dieser Studien ist es, die Sicherheit und
mogliche Wirksamkeit dieser Therapie zu bewerten. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass
diese Behandlung nicht nur sicher ist, sondern auch potenziell langfristige klinische Vorteile
bietet, darunter eine Verlangerung des OS und PFS der Patienten.

Die erste Phase-I-Studie, ATTAC-GM, verwendete einen DC-Impfstoff zusammen mit TMZ
sowie granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und zeigte vorlaufige
klinische Vorteile (28). Das mediane OS betrug 37,7 Monate und die Uberlebensrate nach 60
Monaten lag bei 36,4 %. Insgesamt blieben 4 von 11 Patienten 59 bis 64 Monate nach der
Diagnose ohne Progress/Rezidiv.

Eine weitere ATTAC-Studie verglich die Effekte der Tetanustoxoid-Prakonditionierung auf
einen DC-Impfstoff mit TMZ (26). Hier zeigte sie, dass die Vorkonditionierung der Impfstelle
mit einem starken Recall-Antigen wie Tetanus/Diphtherie-(Td)-Toxoid die Ansiedlung in den
Lymphknoten und die Wirksamkeit von tumorantigen-spezifischen DC signifikant verbessern
kann. Um die Wirkung der Vorkonditionierung der Impfstelle beim Menschen zu bewerten,
randomisierten die Forschenden 12 Patienten mit Glioblastom zur Vorkonditionierung,
entweder mit nicht gepulsten DC oder mit Td-Toxoid, bevor bilateral mit DC geimpft wurde,
die mit pp65-RNA gepulst waren. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Besiedelung
der injizierten DC in den die Impfstelle drainierenden Lymphknoten bei Patienten, die Td

erhielten, signifikant hoher lag. Das mediane OS betrug 38,3 Monate in der Versuchsgruppe,
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mit einem 18-monatigen OS von 66,7 % und einem 60-monatigen OS von 33,3 %. Die nur mit
DC behandelte Gruppe erreichte eine mediane OS von 13,9 Monaten.

Die ATTAC-Studien zeigen, dass das immunadjuvante Td-Toxoid in Kombination mit dem
DC-Impfstoff eine vielversprechende Therapie darstellt. Die Prakonditionierung mit
Tetanustoxoid vor DC-Impfung férdert die Migration der DC-Zellen, stimuliert die
Immunantwort und ist mit einer verlangerten Uberlebenszeit verbunden. Zusammengefasst
zeigten Follow-up-Daten aus der ersten verblindeten, randomisierten Phase-lI-Studie
(NCT00639639), dass fast ein Drittel dieser Kohorte 5 Jahre nach der Diagnose kein
Tumorrezidiv aufwies. Die zweite klinische Studie (NCT00639639) ergab eine Uberlebensrate
von 36 % nach 5 Jahren ab Diagnose (27). Diese Daten liefern Hinweise darauf, dass CMV
pp65 ein geeignetes antigenes Ziel in Glioblastom-Tumoren darstellt, und unterstitzen die
Begrindung flr eine CMV-gerichtete Immuntherapie zur Behandlung von Glioblastomen.
Diese Studien stitzen die Annahme, dass eine Immunitat gegen CMV mit einer besseren

Prognose bei Patienten mit Glioblastom zusammenhangt.

3 Material und Methoden
3.1 Studiendesign

In dieser prospektiven Beobachtungsstudie wurden Patienten mit der Diagnose Glioblastom
auf Anti-CMV-IgG und -IgM im peripheren Blut untersucht. Die Blutproben zur Bestimmung
von Anti-CMV-IgG und -IgM wurden nach der Tumorresektion und der histopathologischen
Sicherung der Diagnose entnommen und im Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz
mittels Enzyme-linked-Immunosorbent-Assays (ELISA)-Tests ausgewertet. Anschliel’end
wurden die Patienten uUber einen Zeitraum von mindestens einem Jahr beobachtet. Fur den
primaren Endpunkt wurde das PFS festgelegt und fir den sekundaren Endpunkt das OS. Zur
Beurteilung eines Tumorprogresses wurden cMRT sowie die neuroradiologischen Befunde
herangezogen. Zur Verlaufskontrolle erfolgte bei allen nicht palliativen Patienten in
dreimonatigen Abstanden eine cMRT. Das Fortschreiten des Tumors wurde anhand von
mindestens zwei aufeinanderfolgenden MRT-Aufnahmen bestimmt, die von einem
Radiologen auf Hinweise eines Tumorprogresses ausgewertet wurden. Im Rahmen der
Strahlenbehandlung kann es zu Veranderungen im Hirngewebe kommen, die im MRT als
Enhancements erscheinen. Diese sind oft schwer von einem echten Tumorprogress zu
unterscheiden, da es sich auch um eine Strahlennekrose handeln kdnnte. Daher wird nach
einer individuell festgelegten Zeit eine erneute cMRT durchgefiihrt, um diese Veranderungen
im Verlauf zu beurteilen. Nehmen die Enhancements zu, spricht dies eher fiir Tumorwachstum

als fur eine Pseudoprogression. In diesem Fall wird die erste Aufnahme rickblickend als
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Hinweis auf Tumorprogress gewertet. Die Daten wurden mittels der Kaplan-Meier-Methode
analysiert, um das PFS und das OS zu bestimmen. Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden mithilfe des Log-Rank-Tests analysiert. Zusatzlich wurde eine multivariate Analyse
mit der Cox-Regression durchgefiihrt, um den Einfluss mehrerer Variablen auf das Uberleben

zu analysieren Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.

3.2 Ethikstatement

Ein Ethikvotum der Ethik-Kommission der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz lag vor (Lfd.
Nr. 2018-13276). Die Ethik-Kommission erhob keine Einwande gegen die Durchfihrung der
Studie. Alle Patienten wurden tber den Zweck und Ablauf der Studie aufgeklart und dariber
informiert, dass ihre Teilnahme freiwillig ist. Eine Ablehnung oder ein Abbruch der Teilnahme
hatte keinerlei negative Auswirkungen auf ihre weitere Behandlung oder ihr

Therapieverfahren.

3.3 Patientenpopulation

Im Zeitraum vom 15.01.2021 bis zum 15.02.2022 wurde das periphere Blut von 92 Patienten
mit Glioblastom auf Anti-CMV-IgG untersucht, und der Krankheitsverlauf wurde fir
mindestens 12 Monate weiterbeobachtet. 9 Patienten wurden von der Datenauswertung
ausgeschlossen, darunter 2 Patienten mit initial low-grade Gliomen, 2 Patienten mit dem
histopathologischen Befund eines anaplastischen Astrozytoms, 2 Patienten mit nur
Merkmalen eines Glioblastoms, 2 mit Gliosarkom und 1 Patient mit einem
Riesenzellglioblastom.

Bei den 83 eingeschlossenen Patienten wurde der Anti-CMV-Serostatus einmalig nach der
Operation und im Rahmen der routinemaRigen Laborkontrollen durch Blutentnahme
bestimmt. Diese Blutentnahmen erfolgten zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Therapieplan
der Patienten, entweder nach dem zweiten Rezidiv oder bei Erstdiagnose (ED). Die zeitlichen
Unterschiede bei der Durchfihrung der Blutentnahme resultierten zum Teil daraus, dass die
Studie bei einigen Patienten zeitlich versetzt nach der Erstdiagnose begann. Dariber hinaus
wurden einige Patienten kurzfristig entlassen, sodass die Blutentnahme erst Wochen bis
Monate spater im Rahmen der ambulanten Wiedervorstellung zur Kontrolle im universitaren
Zentrum fur Tumorerkrankungen (UCT) erfolgen konnte.

Die regelmafiigen Follow-ups alle 3 Monate erfolgten bei allen Patienten, mit Ausnahme einer
Patientin, bis der Tod eintrat oder eine ,best supportive care’ Therapie (BSC) beschlossen
wurde. 10 Patienten stellten sich nach Beschluss einer BSC-Therapie nicht mehr im UCT vor,
und eine weitere Patientin stellte sich wahrscheinlich aus psychischen Grinden nicht mehr

vor.
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Zur Bestimmung der Pravalenz einer CMV-Infektion auferhalb der Glioblastom-Kohorte
wurde eine Kontrollgruppe aus 106 Patienten ohne gliale Tumoren, hauptsachlich mit

degenerativen Wirbelsaulenerkrankungen, herangezogen.

92 Patienten

Ausgeschlossen (n = 9):

2 Initial low-grade Gliome
1 Riesenzellglioblastom

2 Gliosarkome 1

2 Anaplastische Astrozytome

2 Diffuses astrozytares Gliom mit
Merkmalen eines Glioblastoms

83 Patienten

I [ I

43 1gG u. IgM negativ 39 IgG positiv, IgM

119G u. IgM positiv negativ

Abbildung 2: Patientenscreening

3.4 Anti-CMV-IgG-Bestimmung

Hierzu wurde im Rahmen der Routinelaborkontrollen einmalig Serummaterial aus dem
peripheren Blut gewonnen. Die Patienten befanden sich entweder postoperativ auf den
neurochirurgischen Stationen der Universitatsmedizin Mainz oder in der Ambulanz des UCTs.
Die Bestimmung des Anti-CMV-IgG- und -IgM-Serostatus erfolgte mittels ELISA durch
Kollegen des Zentrallabors in der Universitatsmedizin Mainz. CMV-spezifische Antigene

wurden auf die 96-Well-Platte aufgetragen. Kontrollen oder Testproben wurden in die
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Vertiefungen oder die sogenannten Wells gegeben und inkubiert. Wahrend der Inkubation
wurden CMV-spezifische Antikorper positiver Proben und Kontrollen an die immobilisierten
Antigene gebunden. Als Nachstes wurden die Wells gewaschen, um alle ungebundenen
menschlichen Anti-Antigen-Antikérper (Ig) zu entfernen. Ein mit Meerrettichperoxidase (HRP)
markiertes Anti-Human-Ig-Konjugat wurde in die Wells gegeben. Wahrend einer zweiten
Inkubation band dieses Konjugat spezifisch IgG-Antikérper, was zur Bildung
enzymgebundener Immunkomplexe fiihrte. Nach einem zweiten Waschschritt zur Entfernung
ungebundenen Konjugats wurden die gebildeten Immunkomplexe (bei positiven Ergebnissen)
durch Inkubation mit Tetramethylbenzidine-(TMB)-Substrat und Entwicklung einer blauen
Farbe nachgewiesen. Die blaue Farbe anderte sich nach Zugabe einer sauren Stopplésung
(z. B. Schwefelsaure) in Gelb um. Die Intensitat der Gelbfarbung ist proportional zur Menge
an CMV-spezifischen IgG-Antikérpern in der Patientenprobe. Die optische Dichte bei 450 nm
wurde mit einem ELISA-Mikrotiterplattenlesegerat abgelesen. Die Stichproben haben als
positiv gegolten, wenn das Verhaltnis > 6 1U/ml betrug, und als negativ, wenn das Verhaltnis

darunter lag.

3.5 Statistische Verfahren

Die erhobenen Daten wurden retrospektiv anonymisiert ausgewertet. Verglichen wurden der
gemessene Anti-CMV-IgG-Serostatus und die -Konzentration nach der histopathologischen
Diagnosesicherung mit den erhobenen Verlaufsparametern PFS und OS. Die statistischen
Analysen wurden mit der SPSS-Version 27.0 durchgefiihrt. Uberlebenskurven wurden fir das
OS und PFS unter Verwendung der Kaplan-Meier-Schatzungen erstellt und mit dem
Log-Rank-Test verglichen. Die Cox-Regression-Methode wurde verwendet, um HR und
95-%-Cl fur den Vergleich der zwei Serostatus-Gruppen und der vier Anti-CMV-Serum-
Konzentrationen zu berechnen, wobei fir MGMT-Promotor-Methylierungsstatus, Ausmal} der
Resektion sowie ECOG vor Beginn und bei Abschluss der RCT adjustiert wurde.

Berucksichtigt wurden dabei:

I.  Das Vorhandensein eines Tumorrests bei den Patienten

II.  Der AZ der Patienten nach der Operation und vor Beginn der adjuvanten Therapie
.  Der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus
IV.  Abgeschlossene RCT
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4 Datenanalyse und Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

Von den 83 untersuchten Patienten waren 34 weiblich und 49 mannlich. Das
Durchschnittsalter der Studienteilnehmer betrug 65 Jahre (+ 13). Bei allen 83
eingeschlossenen Patienten wurde ein operativer Eingriff zur Gewinnung histopathologischer
Praparate und Diagnosesicherung durchgefiihrt. Das Ausmal der Resektion unterschied sich
jedoch je nach AZ des Patienten und Lage des Tumors. Eine grofdtotale Resektion ohne
makroskopisch sichtbare Tumorresiduen konnte bei 56,6 % der Patienten erreicht werden.
Bei 34,9 % der Patienten erfolgte eine Teilresektion und bei 8,4 % der Patienten lediglich eine
Biopsie. Somit gab es in den postoperativen MRT-Bildern bei 56,6 % keinen Anhalt auf einen
Tumorrest und bei 43,3 % konnten Anzeichen auf einen solchen detektiert werden.

Der MGMT-Promotor war bei 34 Patienten (41 %) methyliert und bei 49 (59 %) nicht
methyliert. 74 % der Patienten haben die primare Resektion ohne Komplikationen
Uberstanden. Bei 19,3 % sind Minor-Komplikationen aufgetreten und 6 % erlitten
Major-Komplikationen. Komplikationen, die den ECOG-Status auf 2 oder hoher
verschlechterten, wurden dabei als Major bezeichnet, vorausgesetzt, dass der praoperative
ECOG-Status 0 oder 1 betrug. Kleinere Ischamien, Wortfindungsstérungen und
revisionsbedirftige Wundheilungsstérungen wurden als Minor-Komplikationen bewertet. Zu
den Major-Komplikationen gehdrten u. a. groRe postoperative Infarkte, Vigilanzminderung
unklarer Genese und Paresen. 84,21 % der Patienten, bei denen der Tumor teil- oder
vollstandig reseziert wurde, erhielten eine adjuvante RCT. Bei 15,79 % der Patienten war dies
nicht moglich.

Die Entscheidung bezuglich der adjuvanten Therapie wurde individuell anhand des
postoperativen ECOG- und des MGMT-Promotor-Methylierungsstatus getroffen. Eine
Teilnahme an einer RCT setzte u. a. einen guten ECOG-Status voraus. Insgesamt erhielten
79,5 % eine kombinierte RCT, die sich in Dosis und Intensitat unterschied. Davon erhielten
45,8 % der Patienten eine kombinierte RCT nach dem Stupp-Protokoll, 8,4 % eine
sequentielle RCT-Therapie, 9,6 % eine hypofraktionierte RCT, 6 % nur eine RCT und 3,65 %
nur eine Chemotherapie. 8,4 % wurden in der CeTeG-Studie und 4,8 % in der N2M2-Studie
eingeschlossen. 13,3 % erhielten nur supportive Malinahmen.

17,3 % der Patienten, die an einer RCT teilnahmen, entwickelten im Laufe der adjuvanten
Therapie handlungsbedurftige Komplikationen. Diese beruhten hauptsachlich auf den
myelosuppressiven Effekten der Chemotherapeutika und prasentierten sich in Form von
Thrombozytopenien und Leukopenien. In der Folge wurde die Chemotherapie pausiert und

nach Stabilisierung des Blutbildes fortgesetzt. Lediglich eine Patientin entwickelte aufgrund
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der Neutropenie nach dem ersten Zyklus TMZ einen septischen Schock, weswegen ein
Chemotherapie-Wechsel auf CCNU erfolgte.

52 % der Patienten (n = 35), die mit einer adjuvanten RCT angefangen hatten (n = 67),
konnten die Therapie vor einem Tumorprogress bzw. -rezidiv erfolgreich abschlie®en, d. h.,
47 % der Patienten zeigten einen Tumorprogress oder ein -rezidiv unter laufenden RCT
(n =32). Bei 51,8 % der Patientenkohorte (n = 43) konnte keine Anti-CMV-IgG im Serum
40) konnten hingegen Anti-CMV-IgG in

unterschiedlichen Konzentrationen bestimmt werden. Darunter gab es nur bei einer Patientin

nachgewiesen werden. Bei ca. 48 % (n =

Anhalt auf eine akute Infektion, deren Serum sowohl Anti-CMV-IgG- als auch -IgM-positiv war.
Die Kontrollgruppe bestatigte mit 61,3 % seropositiven und 38,7 % seronegativen

Ergebnissen die epidemiologische Datenlage bezlglich der Durchseuchungsrate in der

Bevdlkerung.

Tabelle 2: Patienten-Charakteristika (n = 83)

Charakteristika N (%) 19G- (%) 19G+ (%)
(N =83)
Geschlecht Mannlich 49 (59) 26 (60,5) 23 (57,5)
Weiblich 34 (41) 17 (39,5) 17 (42,5)
ECOG bei | 0 3(3,6) 3(7,0) 0 (0,0)
Admission 1 20 (24,1) 10 (23,3) 10 (25,0)
2 28 (33,7) 14 (32,6) 14 (35)
3 26 (31,3) 13 (30,2) 13 (32,5)
4 6 (7,2) 3(7,0) 3(7,5)
Ausmalfd der | Nur Biopsie 7(8,4) 4 (9,3) 3(7,5)
Resektion Partielle Resektion 29 (34,9) 14 (32,6) 15 (37,5)
Gross totale | 47 (56,6) 25 (58,1) 22 (55,0)
Resektion
Postoperative Keine 62 (74,7) 32 (74,4) 30 (75,0)
Komplikationen Minor 16 (19,3) 9 (20,9) 7(17,5)
Major 5 (6,0) 2(4,7) 3(7,5)
ECOG nach | O 9(10,8) 4 (9,3) 5(12,5)
Resektion 1 25 (30,1) 15 (34,9) 10 (25,0)
2 22 (26,5) 9 (20,9) 13 (32,5)
3 16 (19,3) 10 (23,3) 6 (15,0)
4 11 (13,3) 5(11,6)
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MGMT-Promotor- Methyliert 34 (41,0) 18 (41,9) 16 (40,0)
Methylierungsstatus | Nicht-Methyliert 49 (59,0) 25 (58,1) 24 (60,0)
Radiocheotherapie | Nein 17 (20,5) 5(11,6) 12 (30,0)
Ja 66 (79,5) 38 (88,4) 28 (70,0)
Komplikation bei der | Nein 67 (82,7) 35 (83,3) 32 (82,1)
Radiochemotherapie | Ja 14 (17,3) 7(16,7) 7(17,9)
Ja 32 (39,5) 17 (40,5) 15 (38,5)
Progress unter | Nein 35 (43,2) 18 (42,9) 17 (43,6)
adjuvante Therapie | Palliatives 14 (17,3) 7 (16,7) 7(17,9)
Therapiekonzept

Unter den Patienten mit einer nachweisbaren Menge an Anti-CMV-IgG (n = 40) konnten bei
39 Patienten unterschiedliche Konzentrationen an 1gG festgestellt werden. Die unterste
Grenze lag bei 6 Ul/ml und die oberste Grenze lag bei 250 Ul/ml. Die Ergebnisse wurden in
drei Gruppen unterteilt, und fir jede Gruppe wurden, wie in Tabelle 3 dargestellt, Grenzen
gesetzt. Nach diesem Schema wiesen 17 Patienten sehr hohe CMV-spezifische IgG-

Konzentrationen auf, 15 hohe/moderate Konzentrationen und 7 niedrige Konzentrationen.

Tabelle 3 Anti-CMV-IgG-Serumkonzentration: Subgruppenreferenzen

Gruppe Konzentration Anzahl
Sehr hoch 210 < [Serum-Anti-CMV-IgG < 250 Ul/mI N=17
Moderat’hoch 50 </Serum-Anti-CMV-IgG }< 211 Ul/ml N=15
Niedrig 6 </Serum-Anti-CMV-IgGJ] < 50 Ul/ml N=7

4.2 Survival-Analysen

Beim Betrachten der gesamten Population (n = 83) und ohne Berilcksichtigung anderer
Einflussfaktoren konnte keinen signifikanten Unterschied im OS (p = 0,8) und PFS (p = 0,78)
zwischen seronegativen und seropositiven Patienten festgestellt werden. Dies kénnte auf die
Heterogenitat der Gesamtpopulation zurlckzufiihren sein, da Faktoren wie MGMT-
Methylierungsstatus, ECOG, Ausmalf} der Resektion und adjuvante Therapie ebenso Einfluss
auf PFS und OS haben.
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421 PFS

Fir die progressfreie Uberlebensanalyse anhand des IgG-Serostatus wurden 72 Patienten
mit bekanntem PFS (in Tagen) eingeschlossen. Davon war die Halfte (n = 36) seropositiv und
die andere Halfte seronegativ. Die Ergebnisse sind in der untenstehenden Kaplan-Meier-
Kurve prasentiert. Die seropositive (griine Linie) und die seronegative Gruppe (rote Linie)
zeigen allerdings einen ahnlichen Verlauf mit steilem Abfall in beiden Gruppen. Die mediane
progressionsfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit in der seronegativen Gruppe betrug
177 Tage (95% CI: 147-207 Tage) und in der seropositiven Gruppe 169 Tage (95% CI: 89—
248 Tage).

Der Log-Rank-Test zeigte auch, dass kein signifikanter Unterschied in den
Uberlebensverteilungen zwischen den Anti-CMV-lgG-negativen und -positiven Gruppen
vorliegt (p = 0,786). Die Uberlebenskurven bestatigen diesen Befund, da die Unterschiede im
PFS zwischen beiden Gruppen minimal ausfallen.

Im nachsten Schritt erfolgte die progressfreie Uberlebensanalyse anhand der
IgG-Konzentration. Fir diese Analyse wurde eine Person aufgrund eines fehlenden
Konzentrationswertes ausgeschlossen und die Analyse erfolgte anhand von Daten von
71 Patienten mit bekanntem PFS (in Tagen). Davon zeigten 15 Patienten sehr hohe
Konzentrationen, 14 Patienten moderat bis hohe Konzentrationen, 6 Patienten sehr niedrige
Konzentrationen und 36 Patienten keine nachweisbaren Konzentrationen (seronegativ). Die
Ergebnisse sind in der untenstehenden Kaplan-Meier-Kurve prasentiert. Die mediane
progressionsfreie  Uberlebenswahrscheinlichkeit in  der Gruppe mit sehr hohen
Konzentrationen betrug 339 Tage (95% CI: 276—402 Tage), in der Gruppe mit moderat bis
hohen Konzentrationen 121 Tage (95% CI: 73—-169 Tage), in der Gruppe mit sehr niedrigen
Konzentrationen 133 Tage (95% CI: 77—-190 Tage) und in der seronegativen Gruppe 170 Tage
(95% CI: 141-207 Tage).

Die Anti-CMV-IgG-Konzentration im Serum zeigt einen signifikanten Einfluss auf die
progressionsfreie Uberlebenszeit gemaR dem Log-Rank-Test (p = 0,026). Der Kaplan-Meier-
Plot deutet darauf hin, dass Patienten mit sehr hoher Konzentration méglicherweise bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeiten haben. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um diese

Trends zu bestatigen und deren klinische Bedeutung zu bewerten (siehe Cox-Analyse).
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Kurven fiir PFS anhand des Anti-CMV-IgG-Serostatus und der -Serumkonzentration

422 0OS

Fir die Gesamtlberlebensanalyse anhand des IgG-Serostatus wurden alle 83 Patienten
einbezogen, darunter 40 seropositive und 43 seronegative Patienten. Insgesamt wurden
14 Patienten zensiert: darunter 6 Patienten, die bis zum Auswertungsdatum (15.08.2023)
noch lebten, eine Patientin, die aus anderen Griinden verstarb (Exitus letalis), 3 Patienten, die
sich nicht mehr vorstellten (lost to follow up) und 4 Patienten, bei denen ein palliatives Konzept
eingeleitet wurde, jedoch kein Todesdatum vorlag. Die Ergebnisse sind in der untenstehenden
Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Die seropositive (griine Linie) und die seronegative Gruppe
(rote Linie) zeigen einen ahnlichen Verlauf mit steilem Abfall in beiden Gruppen. Die mediane
Uberlebenszeit betrug in der seronegativen Gruppe 421 Tage (95% Cl: 311,54-530,46 Tage)
und in der seropositiven Gruppe 375 Tage (95% CI: 328,13—421,86 Tage). Der Log-Rank-
Test zeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied in den Uberlebensverteilungen zwischen
den Anti-CMV-IgG-negativen und -positiven Gruppen gibt (p = 0,68). Die Uberlebenskurven
bestatigen diesen Befund, da die Unterschiede im OS zwischen den beiden Gruppen minimal
ausfallen und keinen signifikanten Unterschied zeigen.

Im nachsten Schritt erfolgte die Gesamtliberlebensanalyse anhand der IgG-
Serumkonzentration. Fur diese Analyse wurde eine Person aufgrund eines fehlenden
Konzentrationswertes ausgeschlossen und die Analyse erfolgte anhand von 82 Patienten. Die
Zensierung fand wie in der PFS-Analyse statt. Von den 82 Patienten zeigten 17 Patienten
sehr hohe Konzentrationen, 15 Patienten moderat bis hohe Konzentrationen, 7 Patienten sehr
niedrige Konzentrationen und 43 Patienten nicht nachweisbare Konzentrationen
(seronegativ). Die Ergebnisse sind in der untenstehenden Kaplan-Meier-Kurve prasentiert.
Die mediane Uberlebenswahrscheinlichkeit in der Gruppe mit sehr hohen Konzentrationen
betrug 520 Tage (95% CI: 245,36-794,63 Tage), in der Gruppe mit moderat bis hohen
Konzentrationen 330 Tage (95% CI: 189,9-470,12 Tage), in der Gruppe mit sehr niedrigen
Konzentrationen 241 Tage (95% Cl: 211-271 Tage) und in der seronegativen Gruppe 423
Tage (95% CIl: 305,5-540,47 Tage). Der Log-Rank-Test zeigt, dass ein signifikanter
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Unterschied in  den  Uberlebensverteilungen  zwischen  den  verschiedenen
Konzentrationsstufen vorliegt (p = 0,033). Die Uberlebenskurven bestatigen diesen Befund
basierend auf der Konzentration von Anti-CMV-IgG im Serum. Patienten mit sehr hoher
Konzentration haben die beste Uberlebenswahrscheinlichkeit, wahrend Patienten mit
niedriger Konzentration die schlechteste haben. Die Gruppe mit nicht nachweisbarer
Konzentration liegt in der Mitte und weist eine bessere Prognose auf als die Gruppen mit
niedrig bis hohen Konzentrationen, aber eine schlechtere als die Gruppe mit sehr hoher

Konzentration.
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Abbildung 4: Kaplan-Meier-Kurven fiir das OS in Bezug auf Anti-CMV-IgG-Serostatus und -Serumkonzentration

4.3 RCT- und MGMT-Promotor-Methylierungsstatus
Der Einfluss des MGMT-Methylierungsstatus auf das OS wurde in den Gruppen mit und ohne

abgeschlossene RCT verglichen. In der untersuchten Population wurden die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten zwischen zwei Gruppen verglichen: Patienten mit
methylierter und nicht methylierter MGMT-Promotorregion. Diese Population wurde in zwei
Hauptkohorten unterteilt: eine mit abgeschlossener RCT und eine ohne.

Far diese Analyse wurden insgesamt 82 Patienten eingeschlossen. Davon hatten insgesamt
49 die RCT abgeschlossen, bevor ein Rezidiv eintrat oder die Therapie aufgrund starker
Nebenwirkungen abgebrochen werden musste, wie es bei den restlichen 33 der Fall war. Von
den 49 mit abgeschlossener RCT waren 27 nicht methyliert und 22 methyliert und von den
33 Patienten ohne abgeschlossene RCT waren 22 nicht methyliert und 11 methyliert.

In beiden Kohorten zeigten die Uberlebenswahrscheinlichkeiten signifikante Unterschiede
zugunsten der Patienten mit methylierter MGMT-Promotorregion (p = 0,016). Diese Gruppe
wies eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit auf, was auf eine positive Reaktion auf die

Behandlung in Verbindung mit dem Methylierungsstatus hindeutet.
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurven fiir OS bei Patienten mit und ohne abgeschlossene RCT anhand des
MGMT-Methylierungsstatus

4.3.1 Survival-Analyse fur MGMT-unmethylierte Patienten

Im nachsten Schritt erfolgte die Uberlebensanalyse der MGMT-unmethylierten Patienten (n =
45) fur PFS und OS jeweils anhand deren Serostatus und IgG-Konzentration. Der Log-Rank-
Test flr das PFS anhand IgG-Status ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Gruppen (p = 0,28) und anhand der IgG-Konzentrationen wurde einen signifikant besseren
Verlauf fur die hoch konzentrierten (blau) Patienten beobachtet (p = 0,003). Die Log-rank-
Tests fur das OS erbrachten ahnliche Ergebnisse ohne signifikanten Unterschied zwischen
seropositiven (grin) und -negativen (rot) Gruppen (p = 0,56) und mit signifikanten
Unterschieden des OS beim Betrachten der Konzentrationen (p = 0,02). Auch hier sind ein
langeres OS fur hoch konzentrierte Patienten sowie ein besserer Verlauf der seronegativen
Gruppe (nicht nachweisbar) (rot) im Vergleich zu den niedrig (lila) und moderat bis hoch (grun)

konzentrierten Gruppen erkennbar.
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Abbildung 6: PFS wund OS unter MGMT-Promotor-unmethylierten Patienten in Bezug auf den

Anti-CMV-IgG-Serostatus und die -Serumkonzentration

4.4 Multivariable Cox-Regression-Analyse
In der vorliegenden klinischen Studie wurde eine multivariable Cox-Regression-Analyse
durchgefiihrt, um die zentralen Einflussfaktoren auf PFS und OS zu untersuchen. Dabei
wurden Pradiktoren bertcksichtigt, die potenziell einen Einfluss auf PFS und OS haben. Zu
den in die Analyse einbezogenen Variablen gehdrten:
1. Vorhandensein eines Tumorrests bei den Patienten
2. ECOG-Status nach der Operation und vor Beginn der adjuvanten Therapie
3. MGMT-Promotor-Methylierungsstatus
4. Abschluss der kombinierten RCT
5. Anti-CMV-IgG-
a. -Serostatus oder

b. -Serumkonzentration

4.4.1 Cox-Analyse fur das PFS

Fir die multivariable Cox-Analyse in Bezug auf das PFS wurden alle 83 Patienten einbezogen.
11 Falle wurden vom Statistik-Programm ausgeschlossen, da Daten von mindestens einer
Kategorie fehlten. Von den verbleibenden 72 Patienten hatten 42 eine vollstandige Resektion
ohne Tumorrest und bei 30 war ein Tumorrest vorhanden. 27 Patienten waren methyliert und
45 nicht methyliert. 45 Patienten hatten die RCT vor einem Progress oder Rezidiv
abgeschlossen, 27 nicht. Der Anti-CMV-IgG-Serostatus fiel bei der Halfte der Patienten (n =
36) positiv und bei der anderen Halfte negativ aus.

Der Omnibus-Test der Modellkoeffizienten zeigt, dass das Modell insgesamt signifikant ist (p

< 0,01). Dies deutet darauf hin, dass das Modell eine gelungene Anpassung an die Daten
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aufweist und die eingeschlossenen Pradiktoren insgesamt einen signifikanten Beitrag zur
Erklarung der Varianz der abhangigen Variable leisten.

Der Abschluss der RCT und Tumorrest sind die einzigen signifikanten Pradiktoren in Bezug
auf das PFS. Der Tumorrest fihrt einen negativen Koeffizienten, was darauf hindeutet, dass
ein groRerer Tumorrest mit einer hoéheren Wahrscheinlichkeit eines verklrzten PFS
verbunden ist (s. Tabelle 4). Der Serostatus scheint hier keinen signifikanten Einfluss auf das
PFS zu haben.

95% ClI fur
B SE Wald | Df | Signifikanz | Exp(B) Exp(B)

Untere | Obere
Tumorrest -0.694 | 0.277 | 6.265 | 1 0.012 0,500 0,290 | 0,860
MGMT- -,0428 | 0,266 | 2,582 | 1 0,108 0,652 0,387 | 1,099
Methylierungsstatus
ECOG nach der| 0,228 | 0,132 | 2,972 | 1 0,085 1,256 0,969 | 1,627
Resektion
RCT abgeschlossen 0,906 0,294 | 9,476 | 1 0,002 2,474 1,39 4,405
Anti-CMV-IgG- -0,002 | 0,258 | ,000 | 1 0,993 0,998 0,602 | 1,653
Serostatus (+ vs. -)

Tabelle 4 Multivariable Cox-Regression-Analyse fiir PFS in Bezug auf IgG-Serostatus (n = 72)

Im nachsten Schritt erfolgte die multivariable Cox-Analyse fur das PFS anhand der
Anti-CMV-IgG-Konzentration. Auch hier musste eine Person aufgrund des fehlenden
Anti-CMV-lgG-Konzentrationswertes und 11 mussten aufgrund fehlenden Daten
ausgeschlossen werden, sodass letztendlich Daten von 71 Patienten berucksichtigt werden
konnten (s. Tabelle 5).

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Tumorrest (B = -0,709, p = 0,015) und der Abschluss der
RCT (B = 0,977, p = 0,002) signifikant das PFS beeinflussen, wobei eine abgeschlossene
RCT das Risiko reduziert und ein Tumorrest das Risiko erhdht (da bei der Kodierung der
Daten ,Vorhandensein eines Tumorrests’ mit 1 kodiert und O fir ,fehlender Tumorrest'’
verwendet wurde, ist die Relation negativ). Der ECOG-Status nach der Resektion (B = 0,299,
p = 0,029) ist ebenfalls signifikant und zeigt, dass ein schlechterer Status das Risiko erhdht.
Der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (B = -0,425, p = 0,128) fallt nicht signifikant aus.
Die Anti-CMV-IgG-Konzentration im Serum, kodiert in vier Kategorien (sehr hoch, moderat bis

hoch, niedrig, nicht nachweisbar), zeigt, dass insbesondere niedrige Konzentrationen (B =

45



1,427, p = 0,006) mit einem signifikant erhdhten Risiko verbunden sind, wobei die nicht

nachweisbare Konzentration als Referenzkategorie verwendet wurde.

95% CI fur
B SE Wald | Df | Signifikanz | Exp(B) Exp(B)

Untere | Obere
Tumorrest -0.709 | 0.290 | 5,972 | 1 0.015 0,492 0,279 0,869
MGMT- -,0425 | 0,279 | 2,319 | 1 0,128 0,654 0,378 1,130
Methylierungsstatus
ECOG nach der| 0,299 | 0,137 | 4,733 | 1 0,029 1,349 1,031 1,764
Resektion
RCT abgeschlossen 0,977 | 0,312 | 9,793 | 1 0,002 2,657 1,441 4,899
Anti-CMV-IgG-negativ
(Referenz) 13.237 | 3 0,004
Anti-CMV-IgG-Konz.:
Sehr hoch -0,558 | 0,337 | 2,740 | 1 0,098 0,572 0,295 1,108
Moderat bis hoch 0,492 | 0,353 | 1,941 1 0,164 1,636 0,818 3,271
Niedrig 1,427 | 0,520 | 7,527 | 1 0,006 4,165 1,503 | 11,539

Tabelle 5: Multivariable Cox-Regression-Analyse fiir PFS in Bezug auf IgG-Serum-Konzentration (n = 71)

4.4.2 Cox-Analyse fur das OS

Von den 83 eingeschlossenen Patienten konnten 73 (88,0 %) in die Analyse des OS
einbezogen werden, wahrend 10 Falle (12,0 %) aufgrund fehlender Werte (wie Todesdatum)
nicht verwendet werden konnten. Die meisten verfugbaren Falle (68,7 %) verfugten tber ein

dokumentiertes Ereignis (Tod), wahrend 19,3 % zensiert wurden.
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95% CI fur

B SE Wald | Df | Signifikanz | Exp(B) Exp(B)
Untere | Obere
Tumorrest -0.980 | 0,325 | 9,086 | 1 0,003 0,375 0,199 0,710
MGMT- -1,112 | 0,311 | 12,783 | 1 <0,001 0,329 0,179 0,605

Methylierungsstatus

ECOG nach der | 0,580 | 0,146 | 15,729 | 1 <0,001 1,787 1,341 2,380
Resektion

RCT abgeschlossen 1,172 | 0,314 | 13,906 | 1 <0,001 3,228 1,744 5,976

Anti-CMV-IgG- -,058 | 0,280 | 0,042 | 1 0,837 0,944 0,545 1,634
Serostatus (+ vs. -)

Tabelle 6: Multivariable Cox-Regression-Analyse fiir das OS mit dem Anti-CMV-Serostatus

Der Tumorrest zeigt einen signifikanten negativen Einfluss auf das OS (B = -980, p = 0,003),
wobei das Fehlen eines Tumorrests das Sterberisiko um etwa 62,5 % reduziert (Exp(B) =
0,375). Der MGMT-Promotor-Methylierungsstatus hat ebenfalls einen signifikanten Einfluss
(B=-1,112, p <0,001), wobei eine Methylierung mit einem um 67,1 % reduzierten Sterberisiko
verbunden ist (Exp(B) = 0,329). Der ECOG-Status nach der Resektion zeigt einen
signifikanten positiven Einfluss (B = 0,580, p < 0,001), was bedeutet, dass ein hdherer
ECOG-Status das Sterberisiko um etwa 78,7 % erhoht (Exp(B) = 1,787). Der Abschluss der
RCT hat einen starken signifikanten Einfluss auf das OS (B = 1,172, p < 0,001), wobei der
Abschluss der Therapie das Sterberisiko um das 3,228-fache senkt. Der
Anti-CMV-IgG-Serostatus zeigt keinen signifikanten Einfluss auf das OS (B = -0,058, p =
0,837). Insgesamt identifiziert die Analyse den Tumorrest, den MGMT-Promotor-
Methylierungsstatus, den ECOG-Status und den Abschluss der RCT als signifikante
Pradiktoren fir das OS, wahrend der Anti-CMV-IgG-Serostatus keinen signifikanten Einfluss
zeigt.

Im nachsten Schritt erfolgte die multivariable Cox-Analyse fir das OS anhand der
Anti-CMV-IgG-Konzentration. Von den 83 insgesamt betrachteten Fallen waren 72 (86,7 %)
fur die Analyse verflgbar, wobei 56 Falle (67,5 %) ein Ereignis (Tod) aufwiesen und 16 Falle
(19,3 %) zensiert wurden. Acht Falle (9,6 %) konnten aufgrund fehlenden Todesdatums nicht
verwendet werden und drei weitere Falle (3,6 %) wurden ausgeschlossen, da sie zensiert
wurden, bevor das friheste Ereignis in der Analyse auftrat. Insgesamt wurden somit 11 Falle
(13,3 %) nicht in die Analyse einbezogen.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Tumorrest (B = -0,878, p = 0,010), der
MGMT-Promotor-Methylierungsstatus (B = -1,042, p = 0,002), der ECOG-Status nach der
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Resektion (B = 0,565, p < 0,001) und der Abschluss der RCT (B = 1,226, p < 0,001)
signifikante Pradiktoren fir das OS darstellen. Eine MGMT-Methylierung, das Fehlen eines
Tumorrestes und der Abschluss der RCT zeigen dabei bessere Ergebnisse an. Auch hier ist
zu sehen, dass die Anti-CMV-IgG-Konzentration im Serum, insbesondere niedrige
Konzentrationen (Kategorie 3), signifikant mit einem erhéhten Risiko (B = 1,746, p = 0,002)
verbunden ist, wobei die nicht nachweisbare Konzentration (negativer Status) als

Referenzkategorie dient (s. Tabelle 7).

95% CI fir
B SE | Wald | Df | Signifikanz | Exp(B) Exp(B)

Untere | Obere
Tumorrest -0.878 | 0.339 | 6,709 | 1 0.010 0,416 0,214 0,808
MGMT- -1,042 | 0,328 | 10,064 | 1 0,002 0,353 0,185 0,672
Methylierungsstatus
ECOG nach der| 0565 | 0,154 | 13,536 | 1 <0,001 1,760 1,302 2,377
Resektion
RCT abgeschlossen | 1,226 | 0,358 | 11,742 | 1 <0,001 3,407 1,690 6,870
Anti-CMV-IgG-
negativ 10,002 | 3 0,019
(Referenz)
Anti-CMV-IgG-
Konz.: -0,199 | 0,392 | 0,257 | 1 0,612 0,820 0,380 1,768
Sehr hoch
Moderat bis hoch 0,073 | 0,396 | 0,034 | 1 0,854 1,076 0,495 2,337
Niedrig 1,746 | 0,575 | 9,233 | 1 0,002 5,731 1,858 | 17,671

Tabelle 7: Multivariable Cox-Regression-Analyse fiir das OS mit der Anti-CMV-Serum-Konzentration

4.5 Tumorprogress und Second-Line-Therapie

Im Verlauf zeigten Anti-CMV-1gG-seropositive und -negative Kohorten einen ahnlichen Verlauf
bezlglich eines Tumorprogresses unter adjuvanter Therapie, wie im untenstehenden
Diagramm prasentiert. Insgesamt haben von den seronegativen Patienten 24,1 % keine
Second-Line-Chemotherapie bendétigt, 20,5 % erhielten Lomustin, 6,02 % TMZ-Rechallenge
und 1,2 % Pembrolizumab. Von den seropositiven Patienten bendtigten 19,3 % keine Second-
Line-Chemotherapie, 25,3 % erhielten Lomustin und 3,6 % TMZ.
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Abbildung 7: Progress vor Beendigung der adjuvanten Therapie und Second-Line-Chemotherapie anhand des
Serostatus

5 Diskussion der Ergebnisse

5.1 CMV-Pravalenz und der Einfluss auf das PFS und OS

Die Anti-CMV-Seropositivitatsverteilung in unserer Patientenkohorte lag bei ca. 54 %
seronegativen und 46 % seropositiven Patienten und entsprach damit den Ergebnissen der
Studie von Cobbs et al., die eine Seropositivitatsrate von 51 % bei Glioblastom-Patienten
berichteten (19). In der Kontrollgruppe wurden 61,3 % seropositive und 38,7 % seronegative
Ergebnisse gefunden, was die epidemiologische Datenlage zur CMV-Durchseuchungsrate in
der Allgemeinbevdlkerung bestatigt. Diese hohe Durchseuchungsrate erschwert jedoch die
Ableitung kausaler Zusammenhange zwischen einer CMV-Infektion und dem Auftreten von
Glioblastomen. Darlber hinaus wurde die Kausalitatsthese in einem Tierversuch widerlegt
(58).

Die primare Fragestellung dieser Studie lautete, ob ein Zusammenhang zwischen dem Anti-
CMV-IgG-Serostatus und dem OS bei Patienten mit Glioblastom besteht. Als primarer
Endpunkt wurde das PFS, und als sekundarer Endpunkt das OS nach der Diagnose fur jeden
Patienten festgelegt. Mithilfe der multivariablen Cox-Analyse wurden die HR und das Cl zum
Vergleich der Anti-CMV-IgG-Serostatus-Gruppen berechnet. Diese Methode ermoglichte es,
den Einfluss des Serostatus auf das PFS und OS zu bewerten, wahrend gleichzeitig potenziell
stérende Variablen wie Tumorrest, MGMT-Promotor-Methylierungsstatus und der ECOG-
Status nach der Resektion sowie nach Abschluss der RCT adjustiert wurden. Dies stellte
sicher, dass die beobachteten Unterschiede im Uberleben tatséachlich auf den Serostatus
zurlickzufiihren waren und nicht durch andere Faktoren verfalscht wurden.

Bei Betrachtung der gesamten Population (n = 83) und ohne Bericksichtigung anderer
Einflussfaktoren konnten keine signifikanten Unterschiede im OS (p = 0,8) und PFS (p = 0,68)
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zwischen seronegativen und seropositiven Patienten festgestellt werden. Diese Ergebnisse
widersprechen teilweise den bisherigen Erkenntnissen (19). In der genannten Studie wurden
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im OS zwischen den seropositiven und
seronegativen Gruppen bei MGMT-methylierten Patienten gefunden. Die Autoren berichteten
jedoch von einem signifikant verlangerten OS der seronegativen Patienten sowohl in der
Gesamtkohorte als auch in der MGMT-unmethylierten Gruppe. In unserer Arbeit konnte im
Hinblick auf das OS und das PFS bei MGMT-unmethylierten Patienten kein signifikanter
Unterschied zwischen seropositiven und seronegativen Gruppen beobachtet werden. Es ist
jedoch anzumerken, dass unsere Kohorte weniger als die Halfte der Teilnehmer der
genannten Studie umfasst (n = 83 vs. n = 188).

Im nachsten Schritt wurden die Anti-CMV-seropositiven Patienten anhand ihrer Anti-CMV-
IgG-Konzentrationen in Untergruppen aufgeteilt. Diese Aufteilung unterscheidet unsere Studie
von bisherigen Arbeiten mit &hnlichen Fragestellungen und erschwert einen direkten Vergleich
der Ergebnisse.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anti-CMV-IgG-Serumkonzentration ein
signifikanter Pradiktor fur PFS und OS bei Patienten mit Glioblastom sein kdnnte. Patienten
mit sehr hohen Anti-CMV-IgG-Konzentrationen wiesen die besten Uberlebenszeiten auf (p <
0,05), wahrend Patienten mit niedrigeren Konzentrationen die schlechtesten
Uberlebenszeiten zeigten (Log-Rank: p = 0,033 und in der Cox-Analyse: p = 0,002).
Seronegative Patienten zeigten bessere Uberlebenszeiten als die Gruppe mit niedriger
Konzentration, jedoch schlechtere Uberlebenszeiten als die Gruppe mit sehr hoher
Konzentration. Diese Ergebnisse konnten in einer kleineren Kohorte von MGMT-Promotor-
unmethylierten Patienten bestatigt werden. In den Uberlebensanalysen der MGMT-Promotor-
unmethylierten Patienten zeigte sich sowohl fir das OS als auch fir das PFS ein besserer
Verlauf bei Patienten mit hohen IgG-Konzentrationen. Seronegative Patienten zeigten zudem
einen besseren Verlauf im Vergleich zu niedrigkonzentrierten, seropositiven Patienten (p-
Werte 0,02 und 0,003).

In klinischen Studien mit pp65-gepulsten dendritischen Zell-Impfstoffen wurde ein signifikanter
Vorteil der Therapiegruppen hinsichtlich des OS und PFS beobachtet (27). Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass eine ausreichende Immunitat gegen CMV und dessen
Proteine einen positiven Einfluss auf das Outcome dieser Patienten haben konnte. Unsere
Ergebnisse stiitzen diese Hypothese und weisen darauf hin, dass CMV eine Rolle bei der
Progression des Glioblastoms spielen kénnte und die Anti-CMV-IgG-Serumkonzentration als
potenzieller Marker fiir die Prognose verwendet werden kdnnte.

Das Betrachten der Anti-CMV-IgG-Serumkonzentration wurde bisher in keiner Studie Uber
gliale Tumoren genauer untersucht. Ein langeres PFS bei Patienten mit sehr hohen Anti-CMV-

IgG-Konzentrationen im Serum wurde jedoch in einer Studie Uber Patienten mit malignem
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Melanom beschrieben (78). Es wird spekuliert, dass Tumor-neo-Epitope moglicherweise
Ahnlichkeiten mit CMV-Epitopen aufweisen. Diese Mimikry kdénnte das Immunsystem
begiinstigen, indem Tumorzellen erkennbarer gemacht werden. Eine bessere Erkennung
durch spezifische Immunglobuline kénnte dazu beitragen, die Tumorzellen zu unterdriicken
und die progressionsfreien Intervalle zu verlangern. Eine alternative Erklarung fir diese
Beobachtung kénnte in einem grundsatzlich starkeren Immunsystem der Patienten mit hohen
IgG-Konzentrationen liegen. Die schlechtere Prognose bei Patienten mit niedrigen Anti-CMV-
IgG-Serumkonzentrationen kdnnte auf ein generell schwacheres Immunsystem hinweisen.
Eine niedrige IgG-Konzentration kénnte auf eine unzureichende Immunantwort hindeuten,
was zu einer schnelleren Tumorprogression und einer unglnstigeren Prognose fuhrt.

Auf Basis dieser Ergebnisse kdnnte ein vielversprechender Ansatz fur zukunftige Studien
darin bestehen, den Einfluss der intrathekalen oder intravendsen Gabe von Anti-CMV-IgG in
Glioblastom-Mausmodellen zu untersuchen. Sollte sich unsere Hypothese bestatigen, kdnnte
dies zu einer Verlangerung des PFS und OS nach intrathekaler Gabe von Anti-CMV-IgG

fihren.

5.2 Kritische Betrachtung des Studiendesigns

5.2.1 Bestimmung des Anti-CMV-Serostatus in unterschiedlichen Stadien der
Erkrankung
Eine Studie von Goerig et al. zeigte, dass CMV wahrend einer RCT reaktiviert werden kann,
was zu Viramie und weiteren Folgeerscheinungen einschlieBlich einer maoglicherweise
tédlichen Enzephalitis fihrt (115). Die Bestimmung des CMV-Serostatus fand bei den
vorliegenden Patienten zu uneinheitlichen Zeitpunkten statt. Diese hatte nach der
Tumorresektion und vor Beginn der adjuvanten Therapie durchgefiihrt werden missen, was
allerdings nicht bei allen Patienten mdglich war, da zu Beginn der Studie (Januar 2021) viele
von diesen bereits mit der adjuvanten Therapie begonnen hatten. Aulerdem war eine
Blutentnahme bei einigen Patienten aus logistischen Griunden nicht direkt bei der
Diagnosestellung mdglich, da die Entlassung wenige Tage nach der Resektion stattfand und
die Serumbestimmung erst bei Wiedervorstellung in der UCT durchgefuhrt werden konnte.
Bei manchen Patienten lag die ED bereits bis zu 2 Jahre zurick, weshalb diese sich in
weiteren Stadien der Erkrankung befanden und bereits mehrere RCT-Zyklen durchlaufen
hatten. Bei diesen Patienten erfolgte trotzdem die CMV-Serumuntersuchung und die

Krankengeschichte wurde aus den Krankenakten retrospektiv gewonnen.
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5.2.2 Heterogene Patientengruppen

Heterogene Patientengruppen lassen sich im klinischen Rahmen nicht vermeiden, vor allem
wenn die Erkrankung eine niedrige Inzidenz aufweist. Glioblastome mit einer Inzidenz von
ca. 3,2 pro 100 000 Einwohner zahlen zu einer der seltensten Tumorerkrankungen (3). Die
Patienten befinden sich bei der ED in unterschiedlichem AZ und Alter und weisen
unterschiedliche molekulare Eigenschaften auf, die den weiteren Therapieverlauf
beeinflussen. Jede Subgruppierung zur Erhéhung der Homogenitat fihrt somit zu einer noch
kleineren Population mit weiterhin bestehenden Unterschieden, wie Geschlecht,
Resektionsausmaly, komplizierter Verlauf der Therapie etc. Beispielsweise wurde eine
Subgruppe mit Patienten, die mit dem gleichen Chemotherapeutikum, TMZ, behandelt worden
sind, bezlglich der Effekte einer systemischen CMV-Infektion auf PFS und OS separat
analysiert. In dieser Gruppe (n = 69) bestehen aber unvermeidbare Unterschiede wie MGMT-
Promotor-Methylierungsstatus, Alter, Geschlecht, Resektionsausmal etc. weiterhin. Eine
weitere Herausforderung stellte der Verlauf bei Patienten dar, die nach Abschluss des Stupp-
Protokolls ein Rezidiv bekamen und infolgedessen andere Chemotherapeutika wie CCNU
oder Regorafenib erhielten. Dies stellte einen anderen Heterogenitatsfaktor im Verlauf und in

Bezug auf das OS dar.

5.2.2.1 Unterschiedliche Grolken der Subgruppen
Durch die Aufteilung von Patienten mit positivem IgG-Serostatus, die urspriinglich etwa die
Halfte der Gesamtkohorte darstellten, in weitere Untergruppen — basierend auf ihrer
IgG-Serumkonzentration — entstanden kleinere Subgruppen. Diese wurden anschlielend
sowohl untereinander als auch mit der seronegativen Gruppe verglichen. Die divergierenden

GruppengréfRen erschwerten die Erlangung statistisch belastbarer Ergebnisse.

5.2.3 Fehlen eines zweiten Arms mit antiviraler Medikation zum Vergleich bei

seropositiven Patienten
In einer randomisierten Phase-I/lI-Studie zur Untersuchung von Valganciclovir als zusatzliche
Therapieoption bei Patienten mit Glioblastom wurde ein signifikant langeres OS von
24,1 Monaten fir die Gruppe festgestellt, die Valganciclovir als Add-on-Therapie fur mehr als
6 Monate erhielt, im Vergleich zu 13,1 Monaten fir die Gruppe, die ausschliellich die tbliche
Chemo- und Strahlentherapie erhielt (p<0,0001) (24). In der vorliegenden Studie fehlte jedoch
ein zweiter Arm fir die Add-on-Therapie, da Valganciclovir in Deutschland nicht zur
Behandlung von Glioblastomen zugelassen ist und ein solcher Einsatz der Therapie die

Zustimmung mehrerer Gremien erfordert, was Uber den Rahmen der Studie hinausging.
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5.2.4 Keine CMV-Bestimmung in den Tumorgeweben

Soderberg-Nauclér et al. berichten, dass CMV-Antigene in mehr als 99 % der menschlichen
Glioblastome nachweisbar sind. Allerdings konnten in einer Phase-II-Studie zur Evaluierung
von Valganciclovir als Add-on-Therapie bei Glioblastom-Patienten mit 49 Teilnehmern nur bei
71 % dieser Patienten seropositive und bei den restlichen 29 % keine CMV-spezifischen 1gG
gefunden werden (45). Daraus lasst sich schlieflen, dass mdglicherweise eine Diskrepanz
zwischen Serostatus und CMV-Prasenz im Tumor vorliegt. Eine CMV-Bestimmung im
Tumorgewebe war im initialen Studiendesign nicht vorgesehen, daher konnte der periphere
CMV-Nachweis im Nachhinein nicht zurlickverfolgt werden. Hier stellt sich die Frage, ob die
periphere Nachweisbarkeit aufgrund einer reaktiven Immunantwort auf die zentrale CMV-
Infektion im Tumorgewebe zustande gekommen ist oder ob es sich um eine systemische
CMV-Infektion handelte.

5.3 Schlussfolgerung der Diskussion

Diese Studie liefert Hinweise darauf, dass die Anti-CMV-IgG-Konzentration im Serum ein
signifikanter Pradiktor fur das PFS und das OS bei Patienten mit Glioblastom sein kdnnte.
Patienten mit sehr hohen Anti-CMV-IgG-Konzentrationen zeigten die besten
Uberlebenszeiten, wahrend Patienten mit niedrigen Konzentrationen die schlechtesten
aufwiesen. Diese Ergebnisse stitzen die Hypothese, dass CMV eine Rolle in der Progression
des Glioblastoms spielt und eine Immunitat gegen das Virus mit einer besseren Prognose
verbunden ist. In diesem Zusammenhang koénnte die Anti-CMV-IgG-Konzentration als
potenzieller prognostischer Marker dienen.

Die in der vorliegenden Studie aufgedeckten Limitationen, wie die Heterogenitat der
Patientengruppen, die fehlenden CMV-Bestimmungen im Tumorgewebe und das Fehlen einer
antiviralen Therapiegruppe, weisen auf relevante Aspekte hin, die in zuklnftigen Forschungen
bertcksichtigt werden sollten. Um robustere und generalisierbare Ergebnisse zu erhalten,
sind multizentrische Studien mit groReren Patientengruppen notwendig. Zukilnftige
Forschungen sollten auch den potenziellen Nutzen antiviraler Therapien und die Rolle von

CMV in der Tumorbiologie weiter untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Das Glioblastom bezeichnet ein WHO-Grad-4-Gliom und ist der haufigste bdsartige primare
Hirntumor, dessen 5-Jahres-Uberlebensrate bei unter 10 % liegt. Aufgrund der infiltrativen
Natur, genetischen Heterogenitat und des Schutzes durch die BHS stellt die Behandlung von
Glioblastomen eine Herausforderung dar. Derzeitige Standardtherapien umfassen die
chirurgische Resektion, gefolgt von RCT. Allerdings férdern die DNA-Reparaturmechanismen
und die selbsterneuernden Fahigkeiten von Glioblastomzellen eine Resistenz gegen alle
aktuellen Behandlungsansatze. Insbesondere Patienten ohne
MGMT-Promotor-(Hyper)Methylierung benétigen neue Therapieansatze, da diese Gruppe auf
herkémmliche Behandlungsprotokolle wie das Stupp-Protokoll haufig unempfindlich reagiert
und das MGMT-Enzym die Wirkung des Chemotherapeutikums (TMZ) beeintrachtigen kann.
Seit den 2000er-Jahren gibt es Hinweise darauf, dass eine CMV-Infektion das OS von
Patienten mit Glioblastom negativ beeinflussen kénnte. Klinische Studien deuten darauf hin,
dass antivirale Therapien das Uberleben von Glioblastom-Patienten verlangern kdnnten, was
auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der Immunitdt gegen CMV und dem
Krankheitsverlauf hinweist.

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkungen einer systematischen CMV-Infektion auf PFS
und OS untersucht. Mittels ELISA wurde im Rahmen der Routineuntersuchungen der Anti-
CMV-IgG- und -IgM-Serostatus der Patienten mit Glioblastom bestimmt. Das PFS und OS
wurden in Bezug auf den Anti-CMV-lIgG-Serostatus und die -Serumkonzentration mittels
Kaplan-Meier-Kurven analysiert, und die Signifikanz der Ergebnisse wurde mit dem Log-rank-
Test Uberpruft. Ein tendenziell besserer Verlauf beziglich des OS unter IgG-seronegativen
Patienten wurde beobachtet. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Im Gegensatz
dazu berichteten Foster et al. von einem signifikant besseren Verlauf bei seronegativen
Patienten (19).

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Patienten mit niedrigen Konzentrationen an IgG gegen
CMV eine signifikant unglnstigere Prognose haben als solche, die keinen peripheren
Nachweis einer systemischen CMV-Infektion aufweisen. Auffalligerweise haben auch
Patienten mit sehr hohen Konzentrationen an Immunglobulinen gegen CMV die beste
Prognose gezeigt, was auch in einer Studie mit Patienten mit malignem Melanom beschrieben
wurde.

In klinischen Studien mit PP65-gepulsten DC-Impfstoffen konnte ein signifikanter Vorteil der
Therapiegruppen hinsichtlich des OS und des PFS beobachtet werden. Diese Beobachtungen
lassen vermuten, dass eine ausreichende Immunitat gegen CMV und dessen Proteine einen

positiven Einfluss auf das Outcome dieser Patienten haben konnten. Diese Daten
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unterstitzen die vorliegenden Ergebnisse in der Hinsicht, dass eine héhere Konzentration an
CMV-spezifischen IgG einen positiven Einfluss auf PFS und OS haben kénnte und eine nicht
ausreichende Immunitat nach stattgehabter CMV-Infektion den Verlauf im Vergleich zu
Patienten ohne Nachweis einer stattgehabten Infektion verschlechtern kann.

Um robuste statistische Daten zu erhalten, ware es notwendig, die Folgestudien multizentrisch
durchzufiihren, um gréRere Patientengruppen fir Erkrankungen mit niedriger Pravalenz zu
erfassen. Dies wurde eine Validierung der Ergebnisse ermoéglichen und eine Grundlage fur
weitere Forschungen auf diesem Gebiet schaffen. Ein weiterer Ansatz fur zuklnftige Studien
kdnnte darin bestehen, den Einfluss der intrathekalen Gabe von Anti-CMV-IgG in M&usen mit
Glioblastom zu untersuchen. Sollte die Annahme zutreffen, dass eine Immunitat gegen CMV
mit einem langeren Uberleben zusammenhangt, kénnte die intrathekale Gabe von Anti-CMV-
IgG bei Mausen mit Glioblastom das OS und PFS verlangern.

Aufgrund des prognostischen Werts von zirkulierenden Anti-CMV-IgG-Antikérpern und des
potenziellen Nutzens des CMV-IgG-Serostatus als Indikator fur Patienten, die wahrend der
Behandlung méglicherweise weitere Interventionen (z. B. antivirale Medikamente) benétigen,
liefert diese Studie die Begriindung fur die Notwendigkeit von Routinebestimmungen des Anti-
CMV-IgG-Serostatus und der -Serumkonzentration. Diese Information kann bei allen

Patienten mit hochgradigen Gliomen von Vorteil sein.
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