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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Zirkulierende Tumorzellen

Nach einer malignen Tumorerkrankung stehen heute zu Tage schon sehr viele spezifische
Nachweismethoden zur Therapiekontrolle und Prognoseeinschiatzung der jeweiligen Erkran-
kung zur Verfiigung. Verbleiben dabei aber nach einer Behandlung der Erkrankung und
nachweislich kompletter Remission des Primirtumors noch einzelne Tumorzellen im Korper,
stehen diese im Verdacht auch nach Jahren Metastasen oder Rezidive bilden zu kdnnen.
Aktuell bestehen noch keine etablierten Methoden um diese Zellen eindeutig nachzuweisen.
Infolge der Fortschritte in der chirurgischen Behandlung maligner Tumoren, wird die Letalitit
in zunehmendem Mafe mit einer frithen Metastasierung der Erkrankung verbunden, die im
Allgemeinen zur Zeit der Priméardiagnose im Wesentlichen noch unklar ist. Die Entscheidung,
ob dabei eine erginzende Therapie zur Vermeidung von Rezidiven und/oder Metastasen des
Primartumors angewandt wird, basiert dabei meist nur auf einer statistischen Prognose der

jeweiligen Erkrankung. (Armakolas et al. 2010, Kluger et al. 2000)

Diese Tumorzellen, die nach einer Behandlung noch im Kd&rper verbleiben und innerhalb der
Blutbahn identifiziert werden kénnen, werden als zirkulierende Tumorzellen (CTCs) gekenn-
zeichnet. Diese CTCs konnen lympho-hdmatogen durch die Zirkulation vom Primartumor zu
entfernten Organen transportiert werden und sind so direkt auch fiir die meisten tu-
morbedingten Todesfélle verantwortlich. Patienten mit Metastasen haben dabei schon eine
hohe Wahrscheinlichkeit von CTCs, diese CTCs konnen auch in der Blutbahn nachgewiesen
werden. Jedoch werden dabei die biologischen und klinische Bedeutungen von CTCs und ih-
res Nachweises noch debattiert, denn diese CTCs kénnen sowohl vom Primértumor, als auch
schon von vorhandenen Metastasen entstammen. (Alunni-Fabbroni et al. 2010, Gerges et al.

2010, Hayes et al. 2010)

Das Verstdandnis der biologischen Eigenschaften von CTCs ist folglich abhidngig und begrenzt
durch die Verfiligbarkeit von Technologien diese CTCs nachzuweisen, zu isolieren und zu
charakterisieren. Neben einer prognostischen Relevanz, gilt als wichtiges Ziel und von
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groBem Interesse, vor allem Methoden zu entwickeln, um CTCs zur Uberwachung von The-
rapieverldufen einzusetzen zu konnen. Somit konnte auch friihzeitig ein Erfolg der Therapie
kontrolliert werden, wenn andere Methoden wie die Bildgebung keine eindeutigen und aussa-
gekriftigen Ergebnisse zeigen sollte. (Alix-Panabiéres et al.2011, Mavroudis 2010, Mocellin
et al. 2006, Koyanagi et al. 2005)

Trotz der Beschrankungen von CTC-Isolierungsmethoden im peripheren Blut haben sich bis-
herige Studien in ihrer Mehrheit darauf konzentriert, CTCs die von soliden Tumoren abstam-
men nachzuweisen, wie zum Beispiel von malignen Tumoren der Brust, der Prostata und der
Lunge. Welchen Einfluss diese Tumorzellen auf den weiteren Verlauf der Erkrankung, wie
zum Beispiel auf Rezidive und/oder Metastasen haben ist bislang nicht eindeutig geklart und

wird weiterhin kontrovers diskutiert. (Gilles et al.2011, Paterlini-Bréchot 2011)

Eine Uberwachung dieser CTCs kann sowohl fiir die Prognose als auch fiir die Therapie von
groflem Wert sein. Fiir den Nachweis dieser CTCs ist es wichtig, eine standardisierte Methode
zu etablieren. Diese Methode sollte zum Beispiel im Rahmen einer routinemifligen Blutent-
nahme moglichst ohne zusétzliche Belastung fiir den Patienten erfolgen. Damit bestiinde die

Moglichkeit einer standardisierten Therapiekontrolle der jeweiligen Tumorerkrankung.

1.2 Zirkulierende Tumorzellen in anderen soliden Tumoren

Beim kolorektalen Karzinom wurden in verschiedenen Studien teilweise differenzierte Ergeb-
nisse gesehen. In einer Studie von Sartre et al. zeigten sich keine bedeutenden Wechselbezie-
hungen zwischen Tumorstandort, Krankheitsstadium, dem CEA-Niveau oder dem Laktatde-

hydrogenaseniveau (LDH) bei CTC Nachweis. (Sastre et al. 2008)

Eine Meta-Analyse von neun Studien, die zwischen 1998 und 2006 durchgefiihrt wurden, of-
fenbarte eine schlechtere Prognose bei Patienten mit CTC-positivem Nachweis, welche durch
RT-PCR Methoden in den Blutproben ermittelt wurden. Die Blutproben wurden dabei von
Drainagen nach der Operation des Tumors gesammelt. Bei 50 % der Patienten mit Lymph-
knoten-positiven Tumoren konnte dabei ein CTC-Nachweis erfolgen, gegeniiber 21 % der Pa-
tienten mit Lymphknoten-negativem Tumor mit einem CTC-Nachweis nach Entfernung des

Primartumors. AuBlerdem wurden hepatische Metastasen hdufiger bei CTC-positiven Patien-
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ten (21 %) als bei CTC-negativen Patienten (8 %) gefunden. Diese dlteren Berichte zeigen die
Relevanz moglicher prognostischer Werte von CTCs bei soliden Tumoren. (Allen et al. 2010,

Katsuno et al. 2008)

In einer Studie mit ca. 150 Patientinnen mit Mammakarzinom wurden zirkulierende Tumor-
zellen mittels der CK19 RT-PCR- Methode nachgewiesen. Bei Nachweis von CTCs hatten
die Patientinnen eine signifikant schlechtere Prognose. Die Identifizierung von CTCs stellte

zudem einen wichtigen Faktor bei der Therapieentscheidung dar. (Stathopoulou et al. 2002)

Raynor et al. werteten bei Patientinnen mit Mammakarzinom in den frithen Krankheitsstadien
den prognostischen Wert des CTC-Nachweises aus. Die Ergebnisse waren mit der Hypothese
kompatibel, dass zwar ein CTC-Nachweis ein Hinweis auf ein hoheres Risiko eines Rezidivs
der Erkrankung und des kiirzeren Gesamtiiberlebens sei, jedoch wurde in dieser Untersuchung

keine statistische Bedeutung erreicht. (Raynor et. al 2009)

Eine andere Studie von 80 Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom untersuchte den
CTC-Nachweis im Hinblick auf ein rezidivfreies Uberleben und auf das Gesamtiiberleben.
Dabei hatten Patientinnen ohne einen CTC-Nachweis eine erheblich bessere Prognose. Der
Nachweis von CTCs stellte in dieser Studie einen sicheren prognostischen Faktor bei Patien-

tinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom dar. (Botteri et. al 2010)

In einer Studie von Jost et al. waren bei ca. 39% der ménnlichen Patienten mit einem fortge-
schrittenen Prostatakarzinom, die Proben mit einem positiven CTC-Nachweis. Wihrend die
Kontrollproben bei den ménnlichen Patienten, mit einer gutartigen Prostatahyperplasie

durchweg negative Ergebnisse zeigten. (Jost et. al 2010)

Stott et al. stellten in einer Studie bei Patienten mit Prostatakarzinom fest, dass CTC-Zahlen
allein moglicherweise hinsichtlich des wuchernden Zustandes des Tumors nur teilweise in-
formativ sind. Wahrend eine Unterteilung von CTCs in molekular definierte Bevolkerungen,
moglicherweise den genaueren Einblick in die biologischen Eigenschaften des Tumors und
ein bessere Option fiir die Therapie darstellt. Dadurch konnte auch eine Tumorantwort bei

therapeutischer Intervention verbessert werden. (Stott et al. 2010)
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In einer Multicenter Studie mit Patienten, die an einem metastasierten Mammakarzinom, ei-
nem metastasierten kolorektalen Karzinom und einem metastasierten Prostatakarzinom er-
krankt waren, zeigte sich bei erhohtem Vorhandensein von CTCs insgesamt eine schlechtere
Prognose. Dabei hatten Patienten mit einem erhohten Nachweis von CTCs ein viel kiirzeres

Gesamtiiberleben als Patienten mit einem geringen Nachweis von CTCs. (Miller et. al 2009)

1.3 Zirkulierende Tumorzellen beim malignen Melanom

Ob ein Nachweis von CTCs auch beim malignen Melanom mit einer schlechteren Prognose
verbunden ist und/oder einen Einfluss auf die Progression der Krankheit hat, wird nach wie
vor kontrovers diskutiert. Dabei konnte in zahlreichen bis jetzt durchgefiihrten Studien von
verschiedenen Arbeitsgruppen eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein von CTCs, dem

jeweiligen Tumorstadium und der Prognose der Erkrankung gesehen werden.

Voit et al. untersuchten mittels Bestimmung der Tyrosinase bei ca. 110 Patienten im Stadium
II/IIT der Erkrankung iiber ca. sechs Jahre die krankheitsspezifische Uberlebenswahrschein-
lichkeit, welche bei Patienten, die immer eine negative RT-PCR Ergebnisse hatten, bei ca.
97 % lag. Bei Patienten mit mindestens einem positiven Ergebnis lag die krankheitsspezifi-
sche Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 67 %. Dabei wurde eine starke Korrelation zwischen
PCR und krankheitsspezifischer Uberlebenszeit aufgezeigt. Der Nachweis von Tyrosinase-
mRNA im peripheren Blut ist mdglicherweise von dhnlicher Bedeutung fiir den klinischen
Verlauf der Erkrankung als die Entdeckung von Mikrometastasen im Wéchter-Lymphknoten.

(Voit et. al 2005)

Ob Melanom CTCs tumorigen sind und die Ursache von Metastasen sein konnen, wollten Ma
et al. in einem Mensch-zu-Maus-Xenotransplantation Experiment nachweisen. Die Ergebnisse
lieferten den Anfangsbeweis, dass Melanom CTCs tumorigen sind und zeigten dabei, dass
CTCs zur Metastasenbildung fahig sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine vollige CTC-
Eliminierung notwendig ist, um eine metastatische Weiterentwicklung der Erkrankung zu

hemmen. ( Ma J. et al 2010)
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1.4 Nachweismethoden von zirkulierenden Tumorzellen

Die molekulare Uberwachung von CTCs durch die Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) bei Patienten mit Leukdmien und Lymphomen gehéren zum Routi-
negebrauch. Bei soliden Tumoren sind noch keine optimalen Methoden etabliert. Die Nach-
weismethoden bestehen dabei aus der RT-PCR, der Immunzytochemie, der Immunhistoche-
mie (ICH- Immunhistologie /Immun- bzw. Antikérperfarbung), der DurchfluBzytometrie
(FACS - Fluorescence Activated Cell Sorting) oder der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH). Als mogliche Untersuchungsmaterialien konnen dabei peripheres Blut, arterielles
Blut, Knochenmark und Lymphknoten dafiir verwendet werden. Mit diesen Methoden lassen
sich einzelne Tumorzellen unter 10x10 4 bis 10x10 7 Hintergrundzellen(Leukozyten) nach-
weisen. Zur Gewihrleistung einer einfachen und leicht wiederholbaren Langzeitiiberwachung
sollte eine moglichst leicht zugingliche Methode gewidhlt werden, in der zum Beispiel peri-

pheres Blut verwendet wird. (Andersen et al.1997, Bockmann 2001, Olavarria et al. 2001)

Bei der Melanom Erkrankung koénnen CTCs als prognostische Variable verwendet werden,
um zum Beispiel eine Therapie zu flihren. Die meisten wissenschaftlichen Untersuchungen
haben sich bislang auf die Identifizierung von verteilenden Tumorzellen unter Verwendung
unterschiedlicher Methoden konzentriert, einschlielich der Polymerase-Kettenreaktion. Die-
se Methoden haben jedoch eine nicht ausreichende Empfindlichkeits- und Variablenbeson-
derheit im Bezug auf die prognostische Deutung. Eine neuere Technologie zur Identifizierung
ist das CellSearch-System. Dieses System verwendet die Immunomagnetic Zellkennzeich-
nung und die Digitale-Mikroskopie. Diese Methode konnte eine alternative Methode darstel-
len um CTCs bei Patienten mit Melanomen im fortgeschrittenen Stadium zu identifizieren
und als prognostischer Faktor zu nutzen. (Steen et al. 2008)

Dabei ist gerade bei der Melanomerkrankung eine zeitlich schnelle Erkennung einer eventuel-
len Metastasenbildung wichtig. In mehreren Studien wurden zunehmend der Gebrauch von
Multimarker Realzeit-RT-PCR fiir die Krankheitsprognose genutzt. Dabei stellt die dynami-
sche Einschidtzung von serienméfig erhaltenen Blutexemplaren eine niitzliche Methode fiir
die friihe Metastasenentdeckung und Behandlungsantwort von Melanompatienten dar. (Aren-

berger P et al. 2008)
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1.5 Epidemiologie des malignen Melanoms

Steigende Inzidenzraten des kutanen Melanoms werden in den letzten vier Jahrzehnten in der
weillen Bevolkerung weltweit beobachtet. Die Krebsstatistik in den Vereinigten Staaten re-
gistrierten 6 Félle pro 100.000 Einwohner und Jahr zu Beginn der 1970er Jahre und 18 Félle
pro 100.000 Einwohner und Jahr zu Beginn des Jahres 2000, was eine Verdreifachung der In-
zidenzraten zeigt. (Garbe et al. 2009, Schlesinger-Raab et al. 2010, Anger et al. 2010).

Die hochsten Inzidenzraten wurden aus Australien und Neuseeland, von 40 bis 60 Féllen pro
100.000 Einwohner und Jahr, bei bekannt erhohter UV-Belastung in diesen Lindern gemel-
det. Die Mortalitdt in den Vereinigten Staaten und in Europa hat ebenfalls in den 1970er und
1980er Jahren deutlich zugenommen. Seit den 1990er Jahren wird jedoch ein Einpendeln der
Mortalitdt in vielen Landern beobachtet. Die American Cancer Society (ACS) schitzt, dass im
Jahr 2009 in den Vereinigten Staaten ungefahr 69.000 neue Fille von invasivem Melanom

auftraten. (Garbe et al. 2001, Tawbi et al. 2010)

1.5.1 Prognostische Faktoren

Der wichtigste Prognosefaktor beim malignen Melanom ist bis heute, die Tumordicke nach
Breslow des Primértumors bei der Erstdiagnose. Dabei werden die Kriterien fiir die Prognose

und Therapie iiber die Stadien der TNM-Klassifikation eingeteilt:
- die Tumordicke (nach Breslow)

- die Ulzeration des Tumors

- die Mitosetrate

Hierbei ist wichtig wie die Breslow Tumordicke nach der Resektion bei Erstdiagnose ist und
ob dabei schon Metastasen nachzuweisen sind. In der aktuellen Klassifikation von 2009
(AJCC) wird auch die Mitoserate, neben der Tumordicke nach Breslow und der Ulzeration,

bei Primdrmelanomen von <Imm verwendet. (Balch et al. 2009, Azzola et al. 2003)

11
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In den klinischen Stadien I und II ist die Prognose als giinstig anzusehen. Wenn eine Metasta-
sierung bei der Erstdiagnose nachzuweisen ist, gilt eine deutlich ungiinstigere Prognose.

(Balch et al. 2001)

Das maligne Melanom ist die Erkrankung der menschlichen Haut, die am héufigsten todlich
verlduft. Der Ursprung der Krankheit geht vom melanozytidrem Zellsystem aus, meist mani-
festiert sich die Erkrankung an der Haut. Erhohte UV-Belichtung einer genetisch pradispo-
nierten Bevolkerung scheint zumindest teilweise verantwortlich fiir eine kontinuierliche Zu-
nahme der Inzidenz in den letzten Jahrzehnten zu sein. Verddchtige Hautverdnderungen soll-
ten daher auf Asymmetrie, Begrenzung etc. (ABCD-Regel) durch erfahrene Arzte abgeklirt
werden. Die Diagnose sollte auf eine vollstdndige Dicke Exzisionsbiopsie mit einem kleinen
Seitenrand beruhen. Dabei kann die Erstmanifestation der Erkrankung auch das Auge, die
Hirnhdute oder die Schleimhdute betreffen.

Der Tumor stellt sich in den meisten Féllen mit einer starken Pigmentierung dar, in seltenen

Féllen aber auch unpigmentiert als amelanotisches Melanom. (Dummer et al. 2010)

Des Weiteren gelten als Risikofaktoren und Begiinstigung zur Entwicklung eines malignen
Melanoms: hellhdutige Personen mit einer UV-empfindlichen Haut (Hauttyp I und II), das Ri-
siko dieser Hauttypen ist dabei deutlich gegeniiber den Hauttypen III-IV erhoht. Vorhanden-
sein von multiplen Melanozytédren Navi (> 100 gewoOhnliche Niavi), mehr als fiinf atypischen
Navi (aus Familien mit gehdufter Melanomerkrankung), gro3e kongenitale Navi, Navi grofler
als 6mm, PUVA-Therapie, hdaufige UV-Exposition, Xeroderma Pigmentosum, Immunosupp-
ression, Expositionen gegeniiber Gefahrstoffen, Narben und Erbfaktoren. Tatséchlich sind
8%-12% von malignen Melanomen genetisch bedingt auf, die moglicherweise in Verbindung
stechenden Gene bzw. Genverdanderungen sind Verdnderungen des CDKN2A-Gens, das p16
verschliisselt und ist verbunden mit Chromosom 9p21. Klinisch nachteilige Faktoren umfas-
sen zunechmendes Alter, mannliches Geschlecht, Lage des Primirtumors und Metastasen.

(Bandarchi et al. 2010)

1.5.2 Therapien

Es bestehen verschiedene, sowohl adjuvante als auch palliative Therapie Moglichkeiten. Nach

histologischer Sicherung und Bestimmung der Ausbreitung des Tumors empfiehlt die Deut-
12
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sche Gesellschaft fiir Himatologie und Onkologie nach Resektion des Primédrtumors eine eher
zuriickhaltende Strategie. Mit Verlaufsbeobachtung und gegebenenfalls einer weiteren Inter-
vention je nach Beschwerdebild und mit Beriicksichtigung nach Prognosefaktoren und Le-

bensqualitit. (DGHO 2004)

Verschiedene adjuvante Therapieansitze bestehen mit Interferonen (Interferone: INF-alpha-2a
und INF-alpha-2b). Dabei werden Interferone schon seit lingerer Zeit in der systemischen
Therapie des fortgeschrittenen malignen Melanoms unter bestimmten Voraussetzungen einge-
setzt. Dabei zielt die adjuvante Therapie des malignen Melanoms darauf, die Verringerung
der Rezidivrate und Mortalitdt zu senken. Patienten in den Tumorstadien II B/C und III A-C
soll eine adjuvante Interferon-Therapie angeboten werden. Dagegen wird keine adjuvante
Chemotherapie (Dacarbazin, Vindesine u.a.) empfohlen, da bis dato kein Vorteil gesehen
wurde, wird diese nicht empfohlen. Metastasierte Melanome sind in der Regel sehr wider-
standsfahig gegen eine Standard-Chemotherapie. Die Standardbehandlung fiir Patienten mit
metastasierendem Melanom hat sich nicht wesentlich in den vergangenen 20 Jahren verin-
dert, und daher sind neue Strategien zur Behandlung von metastasiertem Melanom dringend
erforderlich. ( Eigentler et al. 2008, Petrella et al. 2007, Algazi et al. 2010, Mocellin et al.
2010, Garbe et al. 2011b, Verma et al. 2006, Boyle 2011)

Aktuell werden auch einige sehr viel versprechende neue Medikamente in der Behandlung
des metastasierten Melanoms erfolgreich eingesetzt. Dabei sind diese neuentwickelten Medi-
kamente auf einem ausfiihrlichen Verstdndnis der Biologie der Erkrankung ausgelegt und zei-
gen schon einen bedeutenden Nutzen. Ipilimumab und Vemurafenib zeigten eine positive
Auswirkung auf das Gesamtiiberleben bei Patienten mit metastasiertem Melanom. (Ribas et

al. 2011, Hamid et al. 2011, Tanaka et al. 2011)

Mit Ipilimumab, ein monoklonaler Antikorper, der den Ligand CTLA-4 anvisiert, ist flir Pati-
enten mit fortgeschrittenen Melanomen fiir die Zweitlinientherapie durch die Europiische
Medizin-Agentur genehmigt worden (EMA). Es wurde von bedeutendem Uberlebenszeitnut-
zen berichtet, in denen Fillen wo Ipilimumab in Kombination mit Dacarbazine eingesetzt
wurde, gegeniiber der Monotherapie mit Dacarbazine, welche fiir die Erstbehandlung vergli-
chen wurde. Andere monoklonale Antikérper, die T-Zell Liganden, wie Programmiertes

Death-1 (PD-1) anvisieren, sind auch viel versprechend. Verschiedene Inhibitoren von Maus-

13



EINLEITUNG

sarkom v-Raf Virenoncogene homologes B1 (BRAF) erbringen hohe Antwortquoten bei den
Patienten, welche die BRAF-V600E Veridnderung beherbergten. Zu dem wurde eine bedeu-
tende Auswirkung auf Rezidivfreies- und Gesamtiiberleben fiir Vemurafenib demonstriert,
dass mit Dacarbazine in einem Phase-III Versuch verglichen wurde, die Zulassung dieser Me-
dikamente ist erfolgt. Beide Medikamente hatten dabei einen Effekt von 2-3 Monaten auf die
mittlere Uberlebenszeit, also miissen weitere Kombinationstherapien erforscht werden. (Egge-

rmont et al. 2011)

Die Standardbehandlungen mit einer Chemotherapie zeigen ein niedriges Ansprechen, von
denen auch wenige dauerhaft sind. Zytokinetherapie mit IL-2 erzielt zwar bessere Ergebnisse,
dieses wird aber von starken Nebenwirkungen begleitet, hierbei werden die Patienten wéh-
rend der Behandlung hospitalisiert. In einer weiteren Studie mit Patienten mit einem metasta-
sierten Melanom wurden Dacarbazine und Cisplatin kombiniert mit Interferon-alfa-2b im
Vergleich wurde einmal mit und einmal ohne Gabe von IL-2 intravends hochdosiert thera-
piert, dabei konnten keine klinisch relevante Uberlegenheit einer Therapie gesehen werden.
In-Transit Metastasen, die zu umfangreich fiir eine chirurgische Intervention sind oder
dadurch nicht behandelbar sind, kdnnen durch eine Strahlentherapie behandelt werden, mit
einer empfohlenen Gesamtdosis von 50-60 GY. Ein wichtiges Ziel sollte durch Follow-up-
Untersuchungen bei Patienten mit malignen Melanomen sein, um die Friiherkennung von Re-
zidiven oder Metastasen zu verbessern. Rechtzeitige Erkennung eines Rezidivs hat einen rele-
vanten Effekt auf die Prognose. (Garbe et al. 2011, Garbe et al. 2008, Garbe et al. 2003, Keil-
holz et al. 2005)

In der Palliativen Therapie (Chemotherapie und Chemoimmuntherapie in palliativer Indikati-
on) wird eine systemische Chemotherapie oder eine Chemoimmuntherapie eingesetzt, diese
werden bei inoperablen Rezidivtumoren, oder bei inoperablen regionalen Metastasen sowie
Fernmetastasen eingesetzt. Hierfiir werden Kombinationen von Zytostatika (Dacarbazin, Fo-
temustin, Cisplatin u.a.) mit Zytokinen (Interferone, Interleukin 2) verwendet. (Legha et al.

1998, Vaubel et al .2011)

Die Patienten in dieser Arbeit erhielten verschiedene Therapiearten, diese erfolgten individu-

ell. Beginnend mit der Exzision des Primédrtumors, bis zu Vakzinierung, Mono-
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immuntherapeutische oder chemotherapeutische Behandlungsformen. Es erfolgten auch eine

Vielzahl von Therapiekombinationen aus den genannten Therapiemdoglichkeiten.

1.6 Verwendete Surrogat Marker

Einige Biomarker scheinen, ein bedeutendes Potenzial als prognostische Indikatoren fiir zu-
kiinftige therapeutische Mittel zu haben. Die Anwendung dieser Marker in der klinischen Pra-

xis enthélt vielleicht den Schliissel zu weiteren bedeutenden Fortschritten.

Biomarker schlieBen molekulare Werkzeuge wie Proteine, Peptide, DNS, mRNA oder
Prozesse mit ein, die in gegebenen malignen Erkrankungen, mit spezifischen quantitativen
und qualitativen Werkzeugen gemessen werden konnen. Diese Markierungen konnen in den
Geweben, in den Zellen und/oder in den Korperfliissigkeiten gefunden und nachgewiesen
werden. Der ideale Serum Biomarker sollte moglichst eine Molekiilentdeckung sein, die im
Blut eine Diagnose des wachsenden Tumors bei einem Patienten erlaubt.

Dabei  sollte der Biomarker eine  geniigende  Empfindlichkeit  aufweisen
und die Besonderheit haben, zwecks falsch negativer und falsch positiver Ergebnisse klidren
konnen. Die Empfindlichkeit bezieht sich auf den Anteil der Patienten mit einer chronischen
Krankheit, bei denen ein positiver Wert fiir einen Biomarker nachweisbar ist, wiahrend die Be-
sonderheit vom Anteil der gesunden Einzelpersonen mit einem negativen Test heraus gefiltert
werden sollte. Diese Molekiile kdnnen in die Blutbahn ausstromen und direkt durch Mela-
nomzellen oder indirekt durch den Zerstérungsprozess von Melanomzellen, wie durch eine
Chemotherapie, Immunotherapie oder Kombinationstherapie nachgewiesen und abgesondert
werden. Die Entdeckung von Biomarkern ist ein sehr intensiver und komplexer Forschungs-
prozess, der die wissenschaftliche Zusammenarbeit und einen immensen Rechen- und Daten-
anteil mit einbezieht. Zahlreiche friihe Anséitze der Forschung standen auf den bekannten kli-
nischen und pathologischen Ergebnissen teilweise still, durch die heute zur Verfiigung ste-
henden Technologien, konnten deutliche Fortschritte in der klinischen Forschung erreicht
werden.

Aktuell existiert noch kein idealer Biomarker auf dem Forschungsgebiet des malignen Mela-

noms und zusétzliche Marker (vor allem eine Kombination verschiedener Marker), stellen
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vermutlich niitzlichere Informationen wie in einigen Studien und Forschungsergebnissen
schon gezeigt zur Verfiigung. Der Routinegebrauch von Tumormarkern konnte eine wichtige
Rolle spielen, weil dadurch die Fritherkennung und Definition der therapeutischen Strategien
damit besser steuerbar sind. (Solassol et. al 2011)

Die Suche nach geeigneten Biomarkern fiir die Diagnose, Prognose, Staging und Behandlung
von Patienten mit malignem Melanom ist wichtig, da wie bei vielen anderen Tumoren auch,
die hdmatogene Ausbreitung des Melanoms, eine schlechte Prognose darstellt. Dabei wurden
in einigen Studien eine direkte Extraktion von intakten Tumorzellen aus dem peripheren Blut
und in anderen der Nachweis von Surrogat-Marker der zirkulierenden Melanomzellen wie Ty-
rosinase oder MART-1 verwendet. Dariiber hinaus wurden viele andere Biomarker unter-
sucht, wie die Lactat-Dehydrogenase, S100 B, MIA, TA90, und das C-reaktive Protein um ei-
nen geeigneten Biomarker des malignen Melanoms zu finden. Dabei wurden schon viele Fort-
schritte in den bisherigen Studien zu diesen untersuchten Biomarkern gezeigt. Melanom Lasi-
onen entwickeln sich bei demselben Patienten zu unterschiedlichen Zeiten oder gleichzeitig
an verschiedenen Orten und konnen antigenetisch abweichen, da das maligne Melanom in
seiner biologischen, immunologischen und metastatischen Eigenschaften heterogen ist sind
sehr spezifische Marker notwendig. (Enk et al. 2004, Kounalakis N et al. 2005, Mocellin et al.
2008, Hofmann et al. 2009, Garnier et al. 2007, Auge et al. 2005, Dumitrascu et al. 2009)

1.6.1 Tyrosinase

Obwohl die Messung der Tyrosinase-Aktivitdt im Serum in den ersten Studien mit erhdhten
Werten fiir erkrankte Patienten nachweisen liel, im Vergleich zu gesunden nicht erkrankten

Patienten, wurde dieser Marker nicht weiter intensiver erforscht. (Sonesson et al. 1995)

Dabei wird die Tyrosinase nur in wenigen Zelltypen wie Melanomzellen, Melanozyten und
peripheren Gliazellen aktiv exprimiert. Ein Nachweis von Tyrosinase-mRNA in der Blutbahn
deutet dabei auf ein Vorhandensein von zirkulieren Melanomzellen oder einer hdmatogenen

Metastasierung hin. (Kwon et al. 1987)

Trotzdem wurde diese Methode nicht weiter verwendet, da sie sich in der klinischen Routine

aufgrund der Schwierigkeiten bei der Standardisierung nicht durchsetzen konnte. Deshalb

16



EINLEITUNG

wurde dieser potenzielle Tumormarker des malignen Melanoms nicht weiter verfolgt. Bis

heute wurden Hunderte von Studien durchgefiihrt, um den klinischen Wert der Tyrosinase zu
bewerten, auch in Kombination mit anderen molekularen Markern. Leider existiert aber nach
wie vor kein Konsens iiber den Nachweis und den Nutzen der Tyrosinase als Marker. (Gradi-

lone et al. 2010)

Dabei zeigte sich die RT-PCR Tyrosinase-mRNA-Expression als ein zuverlédssiger und repro-
duzierbarer Marker. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Tyrosinaseaktivitit mit einem
hohen Risiko fiir eine Melanomprogression verbunden ist und sollte weiterhin in der klini-

schen Anwendung im Routine Follow-up benutzt werden. (Osella-Abate et al.2003)

1.6.2 MART-1

Der Marker MART-1 (Melanoma Antigen Recognized by T-cells 1) ist von zwei verschieden
Arbeitsgruppen zuerst beschrieben und entdeckt worden (Coulie et al. 1994, Kawakami et al.

1994). Daher auch eigentlich zwei unterschiedlichen Bezeichnungen, MART-1 und Melan-A.

Die MART-1 wird in Melanozyten, wie auch in Melanomzellen, Naevomelanozyten, sowie in
vielen anderen Geweben, wie auch in Steroidproduzierenden Zellen (zum Beispiel Nebennie-
re) und vielen anderen Tumoren exprimiert. Dass die MART-1 aber auch ein sehr spezifischer
Marker fiir maligne Melanome ist, konnte 1994 durch Coulie et al. bewiesen werden. In den
untersuchten Proben von ca. 20 Patienten mit klinisch nachgewiesenem Melanom hatten alle
eine MART-1 Expression, wobei die Patienten mit anderen Karzinomen keine MART-1 Ex-
pression von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut hatten. Das Gen welches die Be-
zeichnung Melan-A bekam, hatte nichts mit den bis dahin bekannten Genen zutun. Wie das
Tyrosinase-Gen, wurde es von den meisten Melanomen Tumorproben exprimiert und unter

den normalen Zellen nur von Melanozyten. (Coulie et al. 1994)

Da sich die MART-1-Expression auf Pigmentzellen beschrinkt, konnte das Anwenden von
RT-PCR fiir MART-1 neben dem Tyrosinase-mRNA-Nachweis die Nachweisrate von zirku-

lierenden Tumorzellen im Blut von Melanompatienten erhéhen.
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1.7 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Dadurch, dass das maligne Melanom in sehr frithen Stadien der Erkrankung zu Metastasie-
rung liber Lymph- und Blutbahnen neigt, gehort es zu den aggressivsten Tumoren des Men-
schen.

Die aktuellen Tumormarker in der klinischen Anwendung sind noch nicht etabliert genug um
die individuelle Prognose eines Patienten effektiv zu ermitteln oder damit eine Therapiekon-
trolle zu gestalten. Die prognostischen Aussagen bei einer Metastasierung werden derzeit
nach histologischen Merkmalen des Primartumors beurteilt, wie Tumordicke und Ulzeration,
diese statistischen Schétzungen sind fiir den individuellen Fall aber nicht ausreichend. Daher
ist es wichtig Methoden zu entwickeln, welche eine eindeutige Klarung dieser Fragen beant-
worten konnen. Da maligne Melanome in den Anfangsstadien der Erkrankung durch eine
rechtzeitige, zumeist chirurgische Intervention geheilt werden konnen. In den fortgeschritten
Stadien wird meist nur eine Lebensverldngerung erreicht, da keine etablierten Methoden zur

Verfligung stehen um eine Metastasierung friihzeitig aufzeigen kénnen.
Die Fragestellung dieser Arbeit ist: Haben zirkulierende Tumorzellen einen prognostischen
Einfluss auf den Progress und/oder auf das Gesamtiiberleben von Patienten mit einer klinisch

nachgewiesenen malignen Melanom Erkrankung in den Erkrankungsstadien I-IV.

Es soll dabei durch statistische Analysen untersucht werden, ob ein CTC Nachweis einen be-

deutenden Einfluss auf das Uberleben und den Progress der Erkrankung hat.
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2 PATIENTEN- MATERIAL UND METHODEN

Die statistische Arbeit stellt die prognostische Bedeutung von zirkulierenden Melanomzellen
im peripheren Blut, bei Patienten mit histologisch gesichertem malignem Melanom dar. Die
Daten von 168 Patienten mit kutanem Melanom, die zwischen 1998 und 2007 im UKBF be-
handelt oder sich im Rahmen der weiteren Therapie vorgestellt haben, wurden analysiert, die

Follow-up Zeit betrug 48 Monate.

2.1 Statistische Methoden

In den Analysen wird der Verlauf der progressionsfreien Zeit (in Monaten) in den Gruppen
mit negativem und positivem Ereignis zusammengefasst. Nach Kaplan-Meier-Verfahren wer-
den die Ereignisse, das Eintreffen einer Progression und die Uberlebenszeit in verschiedenen

Zeitpunkten beobachtet und die Mediane bestimmt.

Die Kaplan-Meier-Methode haben Kaplan und Meier (1958) entwickelt. Es ist eine Methode
zur Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten, in der die zur Verfiigung stehenden In-
formationen aller Patienten einer Studie so weit wie moglich beriicksichtigt werden. Es wer-
den immer, wenn fiir einen Fall das Zeitereignis wie zum Beispiel ein Rezidiv, Tod usw. ein-
tritt, die Uberlebenswahrscheinlichkeiten der noch lebenden Patienten neu berechnet. Der An-
fang und das Ende einer Studie werden wie bei allen Uberlebensanalysen auch bei der Ka-
plan-Meier-Methode festgelegt.

Dabei bedeutet ,,zensiert”, dass ein Patient den Beobachtungszeit iiberlebt hat oder aber auch

sich durch ein konkurrierendes Ereignis der weiteren Beobachtung entzogen hat.

Weiterhin wurde die Cox-Regressions-Methode, ein multivariates Analyseverfahren, ange-
wandt. Mit diesem Verfahren konnen vermutete Einflussfaktoren oder bekannte Kovariablen
und Risikofaktoren, welche einen prognostischen Wert fiir die Uberlebenszeitverteilung ha-

ben analysiert werden. (Toutenburg 2009)
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Das Uberleben und der Progress der Patienten wurde mit unterschiedlichen EinflussgroBen
mit dem Programm SPSS durch Kaplan-Meier-Kurvenanalysen und Cox Regression darge-

stellt.

Die prognostische Bedeutung wurde durch direkten Nachweis von Melanomzellen durch die
RT-PCR, durch die Marker Tyrosinase, Mart-1 und Lactatdehydrogenase (LDH) sowie ande-
rer Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht, Tumorlast, Therapiearten , Karnofsky-Index und

Stadium der Erkrankung auf prognostische Bedeutung verglichen und kontrolliert.

Es wurden Patientenakten verwendet, die von der Klinik fiir Hdmatologie und Onkologie, der
Charité Berlin im Campus Benjamin Franklin zur Verfligung gestellt wurden. Das Follow-up
wurde mittels Anschreiben an die Hausérzte, an die Patienten und zu einem groflen Teil
durch personlichen Kontakt zu den Patienten zusammen getragen. Die Einhaltung ethischer

Grundsitze erfolgte in Anlehnung an die Deklaration von Helsinki.

Mit dem Programm SPSS 17.0 (Statistical Package for the Social Sciences) erfolgten die

Auswertungen der Arbeit.

2.2 Patienten

In diese Arbeit wurden Patienten, die sich zwischen Mai 1998 und Dezember 2007 in der
Charité - Campus Benjamin Franklin zur Behandlung befanden oder sich wegen weiterer The-
rapieoptionen vorstellten, aufgenommen. Es wurden Blutproben mit Einverstdndnis der Pati-
enten entnommen und es erfolgte eine RT-PCR Analyse im Labor Prof. Keilholz.

Es wurden dabei im Gesamtraum der Beobachtungszeit den Patienten nach schriftlichem Ein-
verstandnis 10 ml-Blutprobe in EDTA- Blutrohrchen entnommen und diese weiter verarbeitet.
Dabei wurde die Gesamt-RNS durch saure Guanidinium  Schwefelcyanats-
/Phenolchloroformextraktion gereinigt und durch eine hohe reine RNS Isolierungsausriistung
lokalisiert (Roche-Diagnosen, Deutschland). Fiir Riickiibertragung wurde die Omniscript Re-

verse Transcriptase-Ausriistung (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.
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Quantitative RT-PCR wurde verwendet, um Abschriften der Melanommarkierungstyrosinase

und des MelanA/MART]1 zu ermitteln.

Weiterhin wurden die stationdren und ambulanten Akten der Patienten dafiir herangezogen.
Das anféngliche Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 168 Patienten (Abb.2.2.1), von die-
sem Gesamtkollektiv wurden wegen fehlender Akten oder Daten, (wie zum Beispiel das
Follow up) insgesamt 34 Patienten aus der Arbeit ausgeschlossen. Von den verbleibenden 134
Patienten hatten alle Patienten zu verschieden Zeitpunkten mindestens eine Blutentnahme mit

einer PCR Analyse zum Nachweis zirkulierender Melanomzellen im peripheren Blut.

Von den 134 Patienten wurde eine weitere Untergruppe mit 36 Patienten gebildet, die mindes-
tens zwei Blutentnahmen im Rahmen der Therapiekontrolle erhielten, dabei lag zwischen der

1. und der 2. Blutentnahme ein Zeitraum von 31 Tagen bis 80 Tagen.

180 -

160 -

140 -

120 A

100 A

80 -

60 -

40 A

20 -

Abb. 2.2.1 A: Gesamtzahl der Patienten bei Beginn der Arbeit
B: Patienten mit vollstindigen Daten und mindestens einer Blutentnahme

C: Patienten mit vollstdndigen Daten und mindestens 2 Blutentnahmen
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2.3 Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion

Als im Jahr 1991 die Real-Time-quantitative-PCR ( qRT-PCR, auch Real Time Detection
PCR) oder quantitative Echtzeit-PCR (RT-PCR) eingefiihrt wurde, war das ein grofer Schritt
um zum Beispiel spéter dadurch die Expression von Tyrosinase im peripheren Blut von Mela-
nompatienten zu bewerten und um so den Nachweis von zirkulierenden Melanomzellen zu

erkennen.

Die Real-Time-quantitative-PCR (qRT-PCR) ist eine Methode genauer eine Vervielfalti-
gungsmethode fiir Nukleinsduren. Dieses Prinzip beruht auf herkémmliche Polymerase-

Kettenreaktion (PCR), die aber dadurch eine zusidtzliche Quantifizierung der gewonnenen

DNA ermoglicht. (Gradilone et al. 2010)

Auch vollig neue Moglichkeiten eréffnete der Nachweis einer Mikrometastasierung im Blut
mit der Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (Keilholz 1998, Saiki et al. 1985). Diese
Methode wurde 1983 von Kary Mullis entdeckt und beschrieben (Mullis 1990).

Im Jahre 1991 erfolgte der erste erfolgreiche Nachweis fiir den Nachweis zirkulierender Me-
lanomzellen bei Patienten mit malignem Melanom Erkrankung durch Anwendung der RT-

PCR. (Smith et al. 1991).

Vendittelli et al. konnten zeigen, dass diese Methode in der Lage ist, geringste Mengen von
Zellen zu ermitteln. Und wurde als neue standardisierte molekulare Methode fiir die Behand-
lung von Melanompatienten vorgeschlagen, besonders fiir die Uberwachung von Patienten in

hoheren AJCC-Stadien. (Vendittelli et al. 2009)
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2.4 Stadieneinteilungen

Die Stadien Einteilung erfolgte ab dem Stadium IV (um einfachere Datenanalysen zu fiihren)

mit den Bezeichnungen IVA, IVB und IVC wie folgt:

IV A (M1a, AJCC)= Lymphknoten-, Hautmetastasen (nicht lokal)
IV B (M1b,AJCC)= Lungenmetastasen
IV C (M1c,AJCC)= Viscerale-,sonstige-, und Fernmetastasen

Die aktuelle Stadien Einteilung der AJCC (American Joint Committee on Cancer)

mit der TNM-Klassifikation (2009), diese Stadien Einteilung wurde auch von
der UICC akzeptiert.

Tabelle 2.4.1 - T-Klassifikation (TNM-Klassifikation, AJCC , 2009)

Tis
T1
T1
T2
T2
T3
T3
T4
T4

Tumordicke

nicht nachweisbar
Tumordicke < 1,0 mm
Tumordicke < 1,0 mm
Tumordicke 1,01-2,0 mm
Tumordicke 1,01-2,0 mm
Tumordicke 2,01-4,0 mm
Tumordicke 2,01-4,0 mm
Tumordicke > 4,0 mm

Tumordicke > 4,0 mm

Ulzerationsstatus
Melanoma in situ
a: ohne Ulzeration, Mitoserate <l/qmm
b: mit Ulzeration oder Mitoserate >1/qmm
a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
a: ohne Ulzeration

b: mit Ulzeration

Tabelle 2.4.2 - N-Klassifikation (TNM-Klassifikation, AJCC, 2009)
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NO

N1

N1

N2

N2

N2

N3

Anzahl metastasierter Lymphknoten Masse der Lymphknotenmetastasen

1 LK

1 LK

2-3 LK

2-3 LK

2-3 LK

4 oder mehrere LK befallen. oder ver-
backene LK, oder in-Transit/ Satelit-
tenmetastasen mit Lymphknontenbetei-

ligung

nicht nachgewiesen

C:

mit Mikrometastase(n) '

mit Makrometastase(n)

mit Mikrometastase(n)'

mit Makrometastase(n)

In-Transit-Metastase(n) / Satelliten-

Metastase(n) ohne Lymphknotenbeteili-

gung

oder In-Transit-Metastase(n) / Satelliten-

Metastase(n) mit Lymphknotenbeteiligung

! Mikrometastase(n) Diagnose erfolgt nach Schildwiéchter- oder elektiver Lymphadenektomie

? Makrometastase(n) sind als klinisch nachgewiesene Lymphknoten-Metastasen definiert,

durch therapeutische Lymphadenektomie bestétigt oder Lymphknoten-Metastasen mit grof3er

extrakapsuldrer Ausdehnung
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Tabelle 2.4.3 - M-Klassifikation- LDH ist neu aufgenommen in die Klassifikation
(TNM-Klassifikation, AJCC, 2009)

M Lokalisation Serum LDH
MO Keine Fernmetastasen normal

MIla Fernmetastasen der Haut, der Subkutis oder der Lymphknoten normal

M1b Lungenmetastasen normal
MIc alle anderen viszeralen Metastasen normal
jede Fernmetastase erhoht

2.5 Weitere prognostische Faktoren

Die Lactatdehydrogenase (LDH) und viele andere Marker sowie auch der Status des Wéch-
terlympknotens/Sentinel-Lympkontens, konnen als prognostische Markierungen bei Mela-
nompatienten verwendet werden und wurden auch in verschieden Studien benutzt.

Bei der Primirdiagnose des malignen Melanoms wird eine standardméBige Bestimmung der
LDH nicht empfohlen, da eine LDH-Bestimmung im Anfangsstadium der Erkrankung keine
prognostische Bedeutung hat. Dagegen wird eine LDH-Erhohung, als unabhéngiger prognos-
tischer Faktor fiir das Stadium IV der Erkrankung gesehen, und die Bestimmung der Serum
LDH empfohlen. (Balch et al. 2009, Wang et al 2004b)

Egberts et al. untersuchten bei ca. 260 Patienten {iber einen Zeitraum von 6 Jahren die Serum
LDH, S100B im Bezug auf positive/negative SLND. Dabei waren keine der untersuchten
Marker von statistischer Bedeutung auf fiir rezidiv freies Uberleben, Metastasen freies Uber-
leben und Gesamtiiberleben, in Bezug auf den histopathologischen Status des Wéch-
terlympknotens. (Egberts et. al 2010)

In dieser Arbeit wurde aus dem Serum die Lactatdehydrogenase als prognostischer Marker

verwendet. Dabei wurden die Werte bis 239 U/ fiir negativ und {liber einen Wert
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von > 240 U/ als positiv gewertet. Patienten ohne eine LDH Bestimmung wurden aus der
Arbeit ausgeschlossen, somit kann die LDH, als ein prognostischer Faktor genutzt werden, da

bei allen Patienten standardisiert bestimmt.

2.5.1 Therapie, Tumorlast, Karnofsky-Index, Alter, Geschlecht

Die Primértherapie der meisten Patienten war eine Tumorexzision mit einer Standard mafligen
Bestimmung der Histologie, Breslow-Tumordicke und dem Clark Level. Daraus folgend wur-
den weitere Therapiemallnahmen eingeleitet, die dem jeweilig entsprechendem Stadium der
Erkrankung anpassend erfolgten. Die folgende systemische Therapie bestand aus Vakzinie-
rung-, Interferon,- und Chemotherapie. Im Falle eines Krankheitsprogresses erfolgte teilweise
eine Umstellung der Therapieart oder auch nach einem Progress bei vorherigem Progress frei-

em Intervall wurde eine neue Therapieart gewahlt.

Die Bestimmung der Tumorlast der Patienten erfolgte anhand von klinischen, laborchemi-
schen und radiologischen Verfahren und wurde zu mehreren Zeitpunkten aus den vorliegen-
den Daten bestimmt. Tumorfrei ist als komplette Remission nach Behandlung ohne jeglichen

Nachweis eines Rezidivs bzw. Metastasen definiert.

Der Karnofsky-Index ist definiert als pflegerische Einstufung und wird in Prozent angegeben
und ist meistens im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes bestimmt worden oder wurde aus
der Pflege-oder érztlichen Dokumentation entnommen. Dabei sind Patienten die in einem
fortgeschrittenem Stadium der Erkrankung waren natiirlich auch zu meist vom Karnofsky-
Index unter 90%. Karnofsky-Index von 100% hei3t hierbei, komplette alleinige Versorgung
durch Patient moglich, ohne jegliche Unterstiitzung. Eine weitere Unterteilung nach Stadium

und Karnofsky-Index erfolgte aber nicht.

Der jiingste Patient war 15 Jahre alt, der dlteste Patient war 82 Jahre, von insgesamt 134 Pati-
enten sind 59 weiblich- und 75 méannlich. Eine Bestimmung der Lage (anatomische Lage) des

Tumors und der Histologie erfolgte, wurde aber nicht in die Analysen einbezogen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Uberlebens- und Progressionswahrscheinlichkeit in Abhingigkeit des

Nachweises von zirkulierenden Tumorzellen

3.1.1 Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhiingigkeit des Nachweises von CTC durch
RT-PCR

Der Nachweis von CTC mittels RT-PCR ist mit einer signifikant geringeren Uberlebenswahr-
scheinlichkeit verbunden. Das mediane Uberleben betrug bei Patienten ohne Nachweis von
CTC 28 Monate (95%-Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120
Monaten: 20 bis 36 Monaten). Im Vergleich zu 5 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 2 bis 7
Monate) bei Patienten mit einem Nachweis von CTC. Abbildung 3.1.1a zeigt die Uberlebens-

kurve:
Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 15,776 1 0,001

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von PCR(1.BE) negativ/ positiv.

Uberlebensfunktionen

1,0 -
PCR negativ
+ zensiert
0,8
S PCR positiv
< .
= 0,67 + zensiert
D
2
=)
: 0,41
£
S
X
0,27
0,0

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit [Monate]
Abb. 3.1.1a: Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend von der

1.Blutentnahme
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3.1.2 Progressionswahrscheinlichkeit bei Nachweis von CTC durch RT-PCR

Kein Nachweis von CTC durch die RT-PCR ist auf den Krankheitsprogress mit einer signifi-
kant geringeren Wahrscheinlichkeit verbunden (p< 0.001).

Die mediane Zeit bis zum Krankheitsprogress ohne einen CTC-Nachweis betrug 15 Monate
(95%-Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 6 bis 24
Monaten). Bei Patienten mit einem Nachweis von CTC betrug die mediane Zeit 2 Monate

(95%-Vertrauensintervall: 1 bis 3 Monate). Abbildung 3.1.2a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 14,010 1 0,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von PCR(1.BE) negativ/ positiv.

Uberlebensfunktionen

1,07 PCR negativ
+ zensiert
0.6 PCR positiv
c + zensiert
[}
0
2 0,6+
[
[}
0
D
£ 0,47
: T : T
X
0,27
0,0
I I I I I I
0 20 40 60 80 100

ProgreR [Monate]

Abb.3.1.2a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend von der 1.Blutentnahme
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3.1.3 Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Nachweis von MART-1 durch RT-PCR

Der Nachweis von MART-1 durch RT-PCR hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Uber-
lebenswahrscheinlichkeit (p=0.066).

Das mediane Uberleben betrug 26 Monate ohne einen Nachweis von MART-1
(95%-Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten: 20 bis 32
Monaten). Bei Patienten mit einem Nachweis von MART-1 betrug das mediane Uberleben 8

Monate (95%-Vertrauensintervall: 0 bis 16 Monate). Abbildung 3.1.3a zeigt die Uberlebens-

kurve:
Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 3,711 1 0,066

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen von Mart-1 negativ/ positiv

Uberlebensfunktionen

1,0 MART negativ
+ zensiert
c 0,8 MART positiv
g + zensiert
[}]
+— 0,67
Q
0
= 0,4
g’
=2
X
0,2
0,0
I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit [Monate]

Abb. 3.1.3a: Uberlebensfunktion fiir den Nachweis von MART-1 nach Kaplan-Meier-Kurve

ausgehend von der 1.Blutentnahme
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3.1.4 Progressionswahrscheinlichkeit bei Nachweis von MART-1

Der Krankheitsprogress der Patienten ohne einen Nachweis von MART-1, durch die RT-PCR,

ist mit einer signifikant geringeren Wahrscheinlichkeit verbunden (p= 0.006).

Einer medianen Zeit von 9 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobach-

tungszeit von 100 Monaten: 5 bis 19 Monaten) ohne Nachweis von MART-1 stehen gegen-

iber einer medianen Zeit von 3 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 1 bis 5 Monate), bei Pati-

enten mit einem Nachweis von MART-1. Abbildung 3.1.4a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 7,544 1 ,006

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Mart-1 negativ/ positiv.

Uberlebensfunktionen

1,07

Kum. Uberleben
o o o
N [e)) [e0]
| | |

o
V)
1

0,07

MART negativ
+ zensiert
MART positiv

+ zensiert

Abb. 3.1.4a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

I I I
20 40 60

I
80 100

ProgreR [Monate]

von der 1.Blutentnahme fir MART
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3.1.5 Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Nachweis von Tyrosinase

Das Uberleben der Patienten ohne Nachweis von Tyrosinase durch RT-PCR war

mit einer signifikant geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit verbunden (p< 0.001).

Ohne Tyrosinase-Nachweis betrug das mediane Uberlebens 27 Monate (95%-
Vertrauensintervall bei eine maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten: 4 bis 35 Mona-
ten). Bei den Patienten mit einem Nachweis von Tyrosinase betrug das mediane Uberleben 5

Monate (95%-Vertrauensintervall: 2 bis 9 Monate). Abbildung 3.1.5a zeigt die Uberlebens-

kurve:
Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 14,052 1 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Tyrosinase negativ/ positiv.

Uberlebensfunktionen
1,07 Tyrosinase negativ
+ zensiert
0,871 Tyrosinase positiv
g + zensiert
2
— 0,67
/]
Q0
D
. 0‘4_
S
=]
X
0,2+
0,0
I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit [Monate]

Abb. 3.1.5a : Uberlebensfunktion fiir den Nachweis von Tyrosinase nach Kaplan-Meier-Kurve

ausgehend von der 1.Blutentnahme
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3.1.6 Progressionswahrscheinlichkeit bei Nachweis von Tyrosinase

Der Krankheitsprogress der Patienten ohne Nachweis von Tyrosinase, durch die RT-PCR,

ist mit einer signifikant geringeren Wahrscheinlichkeit verbunden (p< 0.001).

Einer medianen Zeit von 10 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer

maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 2 bis 18 Monaten), bei Patienten ohne einen

Nachweis von Tyrosinase, standen 2 Monate (95%-Vertrauensintervall: 1 bis 3 Monate) mit

einem Nachweis von Tyrosinase gegeniiber. Abbildung 3.1.6a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 10,317 1 ,001

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Tyrosinase negativ/ positiv.

Uberlebensfunktionen

1,07

o
[
1

Tyrosinase negativ
+ zensiert
Tyrosinase positiv

+ zensiert

o
o
|

o
~
|

Kum. Uberleben

o
N
1
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Abb.3.1.6a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme fiir Tyrosinase
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3.2 Uberlebens- und Progressionswahrscheinlichkeit in Abhingigkeit

verschiedener klinischer Faktoren

3.2.1 Uberlebenswahrscheinlichkeit verschiedener Krankheitsstadien

Die unterschiedlichen Krankheitsstadien der Patienten haben einen signifikanten Einfluss auf
die Uberlebenswahrscheinlichkeit (p< 0.001).

Ein medianes Uberleben von 50 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer

maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten) zeigte sich bei Patienten in den Stadien I-II1.
Im Stadium IVA betrug das mediane Uberleben 22 Monate, Patienten im Stadium IVB der
Erkrankung hatten ein medianes Uberleben von 23 Monaten, dass mediane Uberleben fiir Pa-

tienten im Stadium IVC betrug 10 Monate. Abbildung 3.2.1a zeigt die Uberlebenskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 27,494 3 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen der Stadien I- III, IVA, IVB, IVC.

Uberlebensfunktionen

1,0 Stadium I-lll IVA
VB IVC
1
0,8_ 12
3
qu _r—i4
° —+— 1-zensiert
%’ 0,6 —t+— 2-zensiert
Ty 3-zensiert
g —+— 4-zensiert
E' 0,4
=
X
0,2
0,0

Uberlebenszeit [Monate]

Abb. 3.2.1a: Uberlebensfunktion fiir das Krankheitsstadium nach Kaplan-Meier-Kurve

ausgehend von der 1.Blutentnahme
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3.2.2 Progressionswahrscheinlichkeit fiir die verschieden Krankheitsstadien

Auf den Krankheitsprogress der Patienten hatten die verschieden Stadien der Erkrankung

einen signifikanten Einfluss (p< 0.001). Ein medianes Uberleben von 30 Monaten (95%-

Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten) zeigte sich bei

Patienten in den Stadien I-III. Bei Patienten im Stadium IVA der Erkrankung standen 4 Mo-

nate (95%-Vertrauensintervall: 0 bis 15 Monate) als medianes Uberleben, gegeniiber Patien-

ten im Stadium IVB mit einem medianen Uberleben von 8 Monaten gegeniiber (95%-

Vertrauensintervall: 3 bis 14 Monate). Patienten im Stadium IVC hatten ein medianes Uberle-

bens von 3 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 2 bis 4 Monate). Abbildung 3.2.2a zeigt die

Progresskurve:
Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 24,326 3 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Stadien I-1T1, IVA, VB, IVC.

Uberlebensfunktionen

0,87

o
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]
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Kum. Uberleben
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Stadium I-lll IVA
VB IVC
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Abb. 3.2.2a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme fiir verschiedene Krankheitsstadien
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3.2.3 Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir verschiedene Therapiearten

Die verschiedenen Therapiearten hatten einen signifikant Einfluss auf das Uberleben der Pati-
enten (p< 0.001). Patienten ohne einer systemischen Therapie hatten ein medianes Uberlebens
von 38 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120
Monaten: 5 bis 71 Monaten). Bei den Patienten mit einer Chemotherapie liegt das mediane
Uberleben bei 8 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 5 bis 11 Monate). Patienten mit einer
Vakzinierungstherapie hatten ein medianes Uberleben von 32 Monaten (95%-
Vertrauensintervall: 22 bis 42 Monate). Patienten mit einer Kombinationstherapie aus Vakzi-
nierung-, und Chemotherapie hatten ein medianes Uberleben von 26 Monaten  (95%-
Vertrauensintervall: 9 bis 43 Monate). Das mediane Uberleben bei Patienten mit einer Interfe-
ron-Therapie lag bei 61 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 13 bis 109 Monate). Abbildung
3.2.3a zeigt die Uberlebenskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 24,475 4 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Therapie n. 1.Blutentnahme

0=Keine Therapie 1=Chemotherapie 2=Vakzine 3=Kombination Vakzine+Chemo 4=Interferone

Uberlebensfunktionen

1,04 i Therapie n. 1.BE
l‘| O=Keine
1=Chemo
0.8 2=Vakzine
= ’ 3=V+C 4=INF
D s e )
£ ——1
— 0,6
E y 2
5 e 2
g 0.4 —H—'—'—| —— O-zensiert
s t t et —t— 1-zensiert
2 2-zensiert
0.2 —t+— 3-zensiert
’ 4-zensiert
0,0

T T T T T T
(0] 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit [Monate]

Abb. 3.2.3a: Uberlebensfunktion fiir die Therapien nach Kaplan-Meier-Kurve
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3.2.4 Progressionswahrscheinlichkeit nach der erhaltenen Therapieart

Der Krankheitsprogress war signifikant von der Art der applizierten Therapie abhingig

(p< 0.001). Eine mediane Zeit von 30 Monaten bis zum Progress (95%-Vertrauensintervall
bei einer maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 9 bis 51 Monaten) hatten Patienten
ohne einer systemischen Therapie nach der 1. Blutentnahme. Patienten mit einer Chemothera-
pie hatten eine mediane Progresszeit von 2 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 1 bis 3 Mona-
te). Patienten mit einer Vakzinierungs-Therapie hatten eine mediane Progresszeit von 19 Mo-
naten (95%-Vertrauensintervall: 1 bis 37 Monate). Eine mediane Progresszeit von 5 Monaten
(95%-Vertrauensintervall: 1 bis 9 Monate) hatten Patienten mit einer Therapie Kombination
aus Vakzinierungs-, und Chemotherapie, Patienten mit einer Interferon-Therapie hatten eine

mediane Progresszeit von 22 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 20 bis 24 Monate). Abbil-

dung 3.2.4a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 33,111 4 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Therapie n. 1.Blutentnahme

0=Keine Therapie 1=Chemotherapie 2=Vakzine 3=Kombination Vakzine+Chemo 4=Interferone

Uberlebensfunktionen

1,04 Therapie n. 1.BE
d O=Keine 1=Chemo
| 2=Vakzine 3=V+C
4=INF
0,8 ! ——o0
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Abb.3.2.4a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme fiir verschiedene Therapiearten
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3.2.5 Uberlebenswahrscheinlichkeit bei erhohter Lactatdehydrogenase

Die nicht erhdhte Lactatdehydrogenase (LDH) bei der 1. Blutabnahme hat einen signifikanten
Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit (p< 0.001).

Die mediane Uberlebenszeit betrug 28 Monate ohne eine LDH Erhéhung (95%-
Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten: 20 bis 36 Mo-
naten), Patienten mit einer erhdhten LDH hatten ein medianes Uberleben von 8 Monaten

(95%-Vertrauensintervall: 4 bis 12 Monate) gegeniiber. Abbildung 3.2.5a zeigt die Uberle-

benskurve:
Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 19,250 2 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von LDH.

Uberlebensfunktionen

1,0 LDH <239 U/l
+ zensiert
LDH >240 U/l
0,87
c + zensiert
Q
o)
2 0,61
| .
o
o]
L |
E' 0,41
=
X
0,2
0,0
I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit [Monate]

Abb. 3.2.5a: Uberlebensfunktion fiir die LDH nach Kaplan-Meier-Kurve
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3.2.6 Progressionswahrscheinlichkeit nach Lactatdehydrogenase Erhohung

Eine Erh6hung der Lactatdehydrogenase (LDH) hatte einen signifikanten Einfluss auf den

Krankheitsprogress (p< 0.001).

Einer medianen Progresszeit von 4 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer

maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 3 bis 6 Monaten),bei einer LDH-Erh6hung

standen ohne eine Erhohung der LDH eine mediane Progresszeit von 10 Monaten (95%-

Vertrauensintervall: 2 bis 18 Monate) zu sehen. Abbildung 3.2.6a zeigt die Progresskurve:

Log Rank (Mantel-Cox)

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
13,152 2 ,001

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von LDH.

Uberlebensfunktionen

1,07

0,67

0,47

Kum. Uberleben

0,27

0,07

LDH <239 U/l
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Abb. 3.2.6a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme fiir eine LDH-Erhéhung
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3.2.7 Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Tumorlast

Die Tumorlast bei der 1. Blutabnahme hatte einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebens-

wahrscheinlichkeit (p< 0.001).

Eine mediane Uberlebenszeit von 50 Monaten hatten Patienten ohne Tumorlast(95%-

Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten), bei Patienten

mit einer Tumorlast war die mediane Uberlebenszeit mit 12 Monaten nachzuweisen(95%-

Vertrauensintervall: 6 bis 18 Monate). Abbildung 3.2.7a zeigt die Uberlebenskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 22,526 1 ,000

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Tumorfrei/ Tumorlast.

Uberlebensfunktionen
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ADbb. 3.2.7a: Uberlebensfunktion bei Tumorlast und Tumorfreiheit

im Bezug zur 1.Blutentnahme nach Kaplan-Meier-Kurve
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3.2.8 Progressionswahrscheinlichkeit bei Tumorlast

Die Tumorlast bei der 1. Blutabnahme hatte auf den Krankheitsprogress der Patienten einen
signifikanten Einfluss (p< 0.001).

Die mediane Progreszeit betrug 4 Monate bei Tumorlast (95%-Vertrauensintervall bei einer
maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 3 bis 5 Monate). Patienten ohne Nachweis
von einer Tumorlast hatten eine mediane Progresszeit von 28 Monaten. Abbildung 3.2.8a

zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 20,203 1 ,000

Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Tumorfrei/ Tumorlast.

Uberlebensfunktionen
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Abb.3.2.8a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme bei Tumorlast
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3.2.9 Uberlebenswahrscheinlichkeit im Bezug auf den Karnofsky-Index

Der Karnofsky- Index (KI) hat einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebenswahrschein-
lichkeit der Patienten (p= 0.001). Eine mediane Uberlebenszeit von 27 Monaten (95%-
Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten: 21 bis 33 Mo-
naten) hatten Patienten mit einem KI >90 %. Patienten mit einem KI <90% hatten dagegen
eine mediane Uberlebenszeit von 6 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 4 bis 8 Monate), Ab-

bildung 3.2.9a zeigt die Uberlebenskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 10,926 1 ,001

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Karnofsky Index >/ <90%

Uberlebensfunktionen
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Abb.3.2.9a: Uberlebensfunktion der Karnofsky-Index im Bezug

zur 1.Blutentnahme nach Kaplan-Meier-Kurve
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3.2.10 Progressionswahrscheinlichkeit in Bezug auf den Karnofsky-Index

Auf den Krankheitsprogress hatte der Karnofsky-Index der Patienten keinen signifikanten
Einfluss (p= 0.068).

Wenn der Karnofsky-Index nicht erniedrigt war, konnte eine Mediane Uberlebenszeit von 9
Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten:
0 bis 18 Monaten) beobachtet werden. Bei den Patienten mit nachweislich Prozentuall niedri-
gem Karnofsky-Index konnten 2 Monate (95%-Vertrauensintervall: 1 bis 3 Monate) als me-

diane Uberlebenszeit gesehen werden. Abbildung 3.2.10a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 3,334 1 ,068

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Karnofsky Index >/ <90
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Abb. 3.2.10a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme im Bezug auf den Karnofsky-Index
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3.2.11 Uberlebenswahrscheinlichkeit im Bezug auf das Alter der Patienten

Das Alter der Patienten in Bezug auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigte sich statistisch
als nicht signifikant (p=0.457).

Das mediane Uberleben betrug 22 Monate (95%-Vertrauensintervall bei einer

maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten: 14 bis 30 Monaten) bei Patienten die jiinger
als 60 Jahre alt waren. Bei den Patienten die 60 Jahre alt oder élter waren betrug das mediane
Uberleben 25 Monate (95%-Vertrauensintervall: 7 bis 43 Monate). Abbildung 3.2.11a zeigt

die Uberlebenskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) ,554 1 ,457

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Alter >/ < 60.

Uberlebensfunktionen

1,07 Alter < 60
+ zensiert
0,8 Alter > 60
c + zensiert
[+
o]
© 0,6M
S
[}
o]
D
£ 0.4
=
x
0,27
0,0

T U U T T
0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit [Monate]

Abb.3.2.11a : Uberlebensfunktion des Alters der Patienten im Bezug

zur 1.Blutentnahme nach Kaplan-Meier-Kurve
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3.2.12 Progressionswahrscheinlichkeit in Bezug auf das Alter der Patienten

Auf den Krankheitsprogress hatte das Alter der Patienten keinen signifikanten Einfluss
(p=0.206).

Eine mediane Progresszeit von 8 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer

maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 4 bis 12 Monaten) hatten Patienten die jiin-
ger als 60 Jahre alt waren. Bei den Patienten die 60 Jahre alt oder élter waren hatten eine me-
diane Progresszeit von 10 Monaten (95%-Vertrauensintervall: 0 bis 46 Monate).

Abbildung 3.2.12a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 1,6 1 ,206

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen von Alter >/ < 60.

Uberlebensfunktionen

1 0 Alter < 60
+ zensiert
Alter > 60
0,8
+ zensiert
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[<}]
Ke]
@ 0,64
[
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Abb. 3.2.12a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme im Bezug das Alter der Patienten
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3.2.13 Uberlebenswahrscheinlichkeit im Bezug auf das Geschlecht der Patienten

Das Geschlecht der Patienten hatte keinen statistisch signifikant Einfluss auf die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit (p= 0.202).

Die weiblichen Patienten hatten ein medianes Uberleben von 29 Monaten (95%-
Vertrauensintervall bei einer maximalen Beobachtungszeit von 120 Monaten: 18 bis 40 Mo-
naten). Bei den ménnlichen Patienten standen dem 20 Monate (95%-Vertrauensintervall: 14

bis 26 Monate) gegeniiber. Abbildung 3.2.13a zeigt die Uberlebenskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 1,627 1 ,202

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen weiblich/ ménnlich.

Uberlebensfunktionen

1,07 weiblich
+ zensiert
0,8 mannlich
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Abb. 3.2.13a: Uberlebensfunktion des Geschlechts der Patienten im Bezug zur

1.Blutentnahme nach Kaplan-Meier-Kurve, weiblich /ménnlich
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3.2.14 Progressionswahrscheinlichkeit in Bezug auf das Geschlecht der Patienten

Das Geschlecht der Patienten hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den Krank-

heitsprogress (p= 0.299).

Einer medianen Progresszeit von 15 Monaten (95%-Vertrauensintervall bei einer

maximalen Beobachtungszeit von 100 Monaten: 0 bis 30 Monaten) bei weiblichen Patienten,

standen bei den ménnlichen Patienten dem 7 Monate (95%-Vertrauensintervall: 1 bis 5 Mona-

te) gegeniiber. Abbildung 3.2.14a zeigt die Progresskurve:

Gesamtvergleiche
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Signifikanz
1 ,299

Log Rank (Mantel-Cox) 1,080

Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiedenen Stufen weiblich/ ménnlich.

Uberlebensfunktionen
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Abb.3.2.14a: Krankheitsprogress nach Kaplan-Meier-Kurve ausgehend

von der 1.Blutentnahme im Bezug das Geschlecht der Patienten
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3.3 Gesamtiiberleben

Von 136 Patienten mit einem malignen Melanom iiberlebten im einen Beobachtungszeitraum
von insgesamt 11 Jahren 49 Patienten (36,0 %). Die Blutentnahmen erfolgten zu den ver-
schiedenen Zeitpunkten, die ersten Daten und Blutwerte stammen von 1998. Dabei sind 87
Patienten (64,0 %) innerhalb des Beobachtungszeitraums verstorben. Bei den 49 Uberleben-
den Patienten wurden bei 11 (22,4 %) Patienten durch die RT-PCR der Nachweis von zirku-
lierenden Tumorzellen im Serum nachgewiesen. Bei den verstorbenen Patienten konnten im
Gegensatz dazu bei 37 (42,5 %) Patienten maligne Tumorzellen bei der 1. Blutentnahme

nachgewiesen werden (Abb.3.3a).

100 -
90 -

80
70
60

OPatienten
50 A

40 -
30 -
20 -
10 1

Abb.33a: A Uberlebende Patienten im Beobachtungszeitraum

B Verstorbene Patienten im Beobachtungszeitraum
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3.4 Ubersicht der Signifikanz der univariaten Analysen

In der unten dargestellten Tabelle (3.4a) ist eine Ubersicht der Signifikanz, unterteilt nach
Progress der Erkrankung und Uberlebenszeit der Patienten. Alle EinflussgréBen sind zusam-
mengefasst.

Es zeigt sich, dass die Tyrosinase und die LDH als wichtige Marker fiir Gesamtiiberleben und
Progress der Erkrankung zu sehen sind. MART-1 ist fiir den Progress der Erkrankung signifi-
kant.

p |y
Progress Uberleben

PCR 0,001 0,001

0,001 0,001
Tyrosinase

0,006 0,066
Mart-1

0,001 0,001
Lactatdehydrogenase

0,285 0,202
Geschlecht

0,068 0,001
Karnofsky Index

0,001 0,001
Tumorlast

0,001 0,001
Stadium

0,001 0,001
Therapie

0,285 0,457
Alter

Abb. 3.4a Tabelle Signifikanz in der Gesamtiibersicht fiir Uberlebenszeit und Progress
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Therapie verglichen.

3.5 Anderung der PCR von 1. zur 2. Blutentnahme

Eine Tabelle (3.5a) zur Ubersicht der Anderung der PCR von der 1. zur 2. Blutentnahme fiir
ein Kollektiv von 36 Patienten, bei diesen Patienten erfolgten mindestens 2 Blutabnahmen.
Dabei wurde auch ein vergleichbar zeitlichen Abstand zwischen den Blutabnahmen bertick-
sichtigt. Zwischen der 1. und der 2. Blutabnahme liegt ein Zeitraum von 31 Tagen bis 80 Ta-
gen. Es wurden die verschiedenen Therapiearten auf das Ansprechen der jeweiligen Therapie

im Bezug auf einen Krankheitsprogress oder Stable Disease zur Art der jeweilig erhaltenen

Anderung PCR 1.-2.BE

PCR-Anderung 0->0 0->1 1->0 1->1 Gesamtzahl
Stable 23 4 0 1 28
Nach 2.BE
3 0 1 4 8
(31d-80d)
Progress
3 0 0 2 5
Chemo-therapie
Vakzinierung 10 2 0 0 12
Keine Therapie 5 1 0 1 7
Interferon- 1 0 0 0 1
Therapie
Vakzinierung+ 8 0 1 2 11

Chemo-therapie

Tabelle 3.5 a: Ubersicht der PCR-Anderung von 1. Blutabnahme zur 2. Blutentnahme
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3.6 Multivariate Analyse beziiglich des Uberlebens und der Progression

3.6.1 Cox-Regression Uberleben-PCR Vorwirts

In die multivariate Analyse wurden folgende Faktoren einbezogen: PCR, LDH, Stadien der

Erkrankung, Therapiearten, Tumorlast, Karnofsky-Index, Alter und das Geschlecht.

Die Vorwirts- und Riickwirts-Regression ergab tlibereinstimmend folgende Faktoren als sig-
nifikante Parameter fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit. KI (HR 0,305), Alter (HR 1,682),
LDH (HR 0,407), Tumorlast (HR 0,386). Die Ergebnisse inklusive der Konfidenzintervalle

sind in Abb. 3.6.1a dargestellt.
Block 1: Methode = Vorwirts schrittweise (Bedingt LR)

Variablen in der Gleichung

95,0% Konfidenzinterv. fiir Exp(B)
df Signifikanz | Exp(B) Untere Obere
Schritt 4 Karnofsk- ,000 ,305 ,163 ,570
Index
Alter ,025 1,682 1,066 2,652
LDH ,002 ,407 232 ,714
Tumorlast ,000 ,386 245 ,608
Uberlebensfunktion bei Mittelwert der Kovariaten Hazard-Funktion bei Mittelwert der Kovariaten
1,04
1,44
1,29
c 087
2 T
E 064 E °F
3 E o
£ <
§ 04 °4]
‘ 029
0,0

T
20

o

T T
40 60

T T
80 100

Diifferenz 1.BE-letzte Beob. (Monate)

T T T T T
20 40 60 80 100

Diifferenz 1.BE-letzte Beob. (Monate)

Abb. 3.6.1a: Cox-Regression zur Darstellung des Uberlebens mit multiplen

Kovarianten vorwérts gerechnet
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3.6.2

Methode = Riickwirts schrittweise (Bedingt LR)

Variablen in der Gleichung

Cox-Regression Uberleben-PCR Riickwiirts

95,0% Konfidenzinterv. fiir Exp(B)

df Signifikanz Exp(B) Untere Obere
Schritt 7 Karnofskylndex 1 ,000 ,305 ,163 ,570
Alter 1 ,025 1,682 1,066 2,652
LDH ,002 ,407 ,232 714
Tumorlast ,000 ,386 ,245 ,608

Uberlebensfunktion bei Mittelwert der Kovariaten

1,04

Kum. Uberleben
o o
T s

=
=
1

029

T T
20 40

Diifferenz 1.BE-letzte Beob. (Monate)

T
60

T
80

100

Hazard-Funktion bei Mittelwert der Kovariaten

20 40

T T
60 80

100

Diifferenz 1.BE-letzte Beob. (Monate)

Abb. 3.6.2a: Cox-Regression zur Darstellung des Uberlebens mit multiplen

Kovarianten riickwérts gerechnet
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3.6.3 Cox-Regression Progress-PCR Vorwirts

Es werden nur schrittweise die Variablen (Kovarianten), die einen signifikanten Einfluss flir

den Progress der Erkrankungen haben, in die Analyse aufgenommen. Im vierten Schritt der

Berechnung zeigt sich fiir die LDH (HR 0,417) und die Tumorlast (HR 0,441) ein signifikan-

ter Einfluss.

Vorwirts schrittweise (Bedingt LR)

Variablen in der Gleichung

95,0% Konfidenzinterv. fiir Exp(B)

3V+C 4INF(4)

df Signifikanz Exp(B) Untere Obere

Schritt 4 Alter 1 ,016 1,781 1,113 2,848

LDH 1 ,003 417 ,234 ,744

Tumorlast 1 ,001 441 277 ,704

Therapie 1.BE 4 016

0 Keine 1Chemo 2Vakzine 3 V+C 4 INF

Therapie 1.BE 0Keine 1Chemo 2Vakzine 1 ,805 1,134 417 3,083

3V+C 4INF(1)

Therapien1.BE 0Keine 1Chemo 2Vakzine 1 ,035 2,908 1,080 7,830]

3V+C 4INF(2)

Therapien 1.BE 0Keine 1Chemo 2Vakzine 1 ,542 1,363 ,504 3,687

3V+C 4INF(3)

Therapien 1.BE 0Keine 1Chemo 2Vakzine 1 227 1,934 ,663 5,638
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Uberlebensfunktion bei Mittelwert der Kovariaten Hazard-Funktion bei Mittelwert der Kovariaten
107 201
g 081 151
T
° 5
- N
[ ]
2057 T 10
E <
¥
041 051
021 0,04
I I I 1 I | I 1 1 I I I
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Diifferenz 1.BE-Progreft (Monate) Diifferenz 1.BE-Progref (Monate)

Abb. 3.6.3a: Cox-Regression zur Darstellung des Progresses mit multiplen

Kovarianten vorwérts gerechnet

Mit der Hazard-Funktion wird hier die Wahrscheinlichkeit pro Zeiteinheit (hier in Monaten)
bezeichnet, in dem ein Patient im Beobachtungsintervall ein Ereignis erfahrt (Krankheitspro-
gress und/oder Tod). Die Voraussetzung ist natiirlich, dass der Patient den Beginn des Be-
obachtungszeitraumes iiberlebt hat. Aus dem Regressionskoeffizient ldsst sich durch Hazard-

Ratio der MaB fiir die jeweilige Stirke des Einflusses der Kovarianten berechnen.
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3.6.4 Cox-Regression Progress-PCR Riickwiirts

Bei der riickwiérts bedingten Analyse werden erneut schrittweise die Kovarianten, die keinen

Einfluss auf den Progress haben entfernt. Die LDH und die Tumorlast zeigen hierbei einen

signifikanten Einfluss. Die Therapieart ist hierbei unterteilt in die erhaltenen Therapien nach

der 1.BE bis zum jeweiligen Ereignis.

Methode = Riickwirts schrittweise (Bedingt LR)

Variablen in der Gleichung

95,0% Konfidenzinterv. fiir
Exp(B)
df Signifikanz Exp(B) Untere Obere

Schritt 7 Alter ,016 1,781 1,113 2,848

LDH ,003 417 ,234 ,744

Tumorlast ,001 441 277 ,704

Therapie 1.BE ,016

0 Keine 1Chemo 2Vakzine 3 V+C

4 INF

Therapie 1.BE 0Keine 1Chemo ,805 1,134 417 3,083

2Vakzine 3V+C 4INF(1)

Therapien1.BE 0Keine 1Chemo ,035 2,908 1,080 7,830

2Vakzine 3V+C 4INF(2)

Therapien 1.BE 0OKeine 1Chemo ,542 1,363 ,504 3,687

2Vakzine 3V+C 4INF(3)

Therapien 1.BE 0OKeine 1Chemo ,227 1,934 ,663 5,638

2Vakzine 3V+C 4INF(4)
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Uberlebensfunktion bei Mittelwert der Kovariaten Hazard-Funktion bei Mittelwert der Kovariaten
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Diifferenz 1.BE-ProgreR (Monate) Diifferenz 1.BE-ProgreR (Monate)

Abb. 3.6.4a: Cox-Regression zur Darstellung des Progresses mit

multiplen Kovarianten riickwérts gerechnet

Mit der Hazard-Ratio wird in der gesamten Gruppe verglichen, ob ein bestimmtes Ereignis
stattfindet (Progress/Tod). Dabei ist eine Hazard Ratio von 1 = kein Unterschied zwischen
den beiden Vergleichsgruppen, hier CTC-Nachweis/kein CTC-Nachweis. Eine Hazard-Ratio
kleiner oder groBer 1 bedeutet, dass es einen Unterschied in der Uberlebenszeitraum zwischen
Vergleichsgruppen gibt. Hazard-Ratio hoher oder niedriger als 1 bedeutet, dass das Uberleben

mit/bzw. ohne CTC-Nachweis zeitlich einen besseren Wert ergibt.
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4 DISKUSSION

Da das maligne Melanom in sehr frithen Erkrankungsstadium, also auch schon bei sehr gerin-
gem Tumorvolumen die Fihigkeit hat, sowohl hdmatogen als auch lypmhogen zu metastasie-
ren, gehort das maligne Melanom zu den aggressivsten Tumoren des Menschen.

Um bei einer Erkrankung eine optimale Behandlung gewéhrleisten zu konnen, werden stan-
dardisierte Abldufe im klinischen Alltag bendtigt. Dazu gehort auch eine zuverldssige Nach-
weismethode um zum Beispiel den Therapieerfolg einer Behandlung zu iiberwachen. Dabei
kann unter anderem die RT-PCR Methode zum Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen
angewendet werden, diese Methode wurde schon durch viele verschiedene Studien in den
letzten Jahren untersucht.

Obwohl die molekulare Kontrolle von zirkulierenden Tumorzellen durch die RT-PCR schon
bei Patienten mit bestimmten Leukdmien und Lymphomen routineméfig angewendet wird, ist
die Anwendung der RT-PCR bei Patienten mit soliden Tumoren nicht etabliert und wird noch
diskutiert. Dabei kann flir bestimmte Gruppen von Patienten mit einem erhohten Risiko zur
Metastasen Bildung, durch die Anwendung der RT-PCR-Methode der Nachweis von zirkulie-
renden Tumorzellen erfolgen. Des Weiteren kann die Tumorlast mit der RT-PCR Methode
nachgewiesen werden und die Wirkung einer angewandten Therapie im Verlauf dieser Be-
handlung kontrolliert werden. Es sollten zur Etablierung der RT-PCR-Methode folgende Kri-
terien/ Aspekte beriicksichtigt und optimiert werden. (Andersen et al. 1997, Roberts et
al.1997, Guadagni et al. 2001, Olavarria et al. 2001)

- die Sensitivitit dieser Methode, unter der Sensitivitidt der RT-PCR-Methode fiir CTCs wird
die Wahrscheinlichkeit verstanden, mit der ein Patient mit positivem CTC Nachweis, auch als
Patient mit CTC-positivem Nachweis definiert ist, also auch richtig erkannt wird. Durch ein-
oder zwei Blutentnahmen-/ Proben werden diese in der Blutbahn zirkulierenden Tumorzellen

mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit erfasst und nachgewiesen.

- die Spezifitét dieser Methode, mit der Spezifitit der RT-PCR-Methode fiir CTC-Nachweis
wird die Wahrscheinlichkeit verstanden, mit der ein CTC-negativer Patient auch als ein CTC-
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negativer definiert wird. Dabei sollte die Spezifitit einer Methode, mit hohen und ausreichen-
den positiven Ergebnissen belegt werden, diese CTCs nachweisen zu konnen. Des Weiteren
sollte eine moglichst einfache Verfahrensweise zum Nachweis von CTCs verwendet werden,
wie zum Beispiel durch eine periphere Blutabnahme. Die Methode sollte auch eine Moglich-
keit zur Therapieiiberwachung und dadurch eine Optimierung der Therapie bieten, des Weite-
ren ein Rezidiv und/oder Metastasen der Erkrankung aufzeigen konnen. Dabei stellt die Spe-
zifitdt des Tumorzellnachweises eine Schwierigkeit dar, da auch eine Reihe von Tumor- bzw.
Epithelzellspezifischen Transkripten in himatopoetischen Zellen gesunder Patienten nach-
weisbar sind.

Eine hohe Sensitivitdt der RT-PCR-Technik ist aber, gleichzeitig auch anfillig gegeniiber
Ubertragungskontaminationen, die in diesem Falle dann zu falschpositiven PCR-Ergebnissen

fiilhren konnen. Dabei wird zwischen den Kontaminationsarten unterschieden,

- Es kann zu einer Kontamination bei der Blutabnahme der Patientenblutproben kommen.

- des Weiteren kann eine Verunreinigung durch Aspiration von Hautmelanozyten dieser

Blutprobe oder durch genetisches Fremdmaterial entstehen.

-Es kann auch eine Verunreinigung der Blutproben, durch epidermale Melanozyten wihrend

der Punktion der Venen nicht ausgeschlossen werden.

Um dieses Kontaminationsrisiko welches natiirlich immer besteht zu vermindern, wurden die
Standard des Labors, welche zum Beispiel die Verwerfung des ersten EDTA-R6hrchens bei
der Entnahme von Blutproben vorgeben, eingehalten. Daher kann mit einer groen Wahr-
scheinlichkeit davon ausgegangen, dass das Kontaminationsrisiko durch die genannten Vor-
sichtsmaBBnahmen sehr gering ist. Der Nachweis ist auch von den jeweiligen Verfahren der
diese Untersuchungen durchfiihrenden Labore abhéngig. In einer Studie von Keilholz et al.
wurden in den Laboren, die an dieser Studie teilnahmen keine standardisierten Verfahren ein-

gesetzt. (Keilholz et al. 1998).
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4.1 Zirkulierende Tumorzellen

Ein Nachweis von CTCs durch verschiedene Methoden kann fiir die Prognose und fiir die
Therapiekontrolle von wichtiger Bedeutung sein.

Viele Studien und Arbeitsgruppen haben sich in den letzten Jahren auf die spezifische Entde-
ckung dieser malignen Tumorzellen und/oder von kleinsten Mengen des zellfreien Tumor-
DNS im peripheren Blut von Krebspatienten spezialisiert. Verschiedene Nachweismethoden
erlauben dabei die Entdeckung und die Kennzeichnung der friihen metastatischen Verbreitung
des Tumors und kénnen in der ndheren Zukunft wichtige Einblicke in die Mechanismen der
metastatischen Kaskade von menschlichen Tumoren, einschliefllich der Effekte auf die thera-
peutischen Interventionen zur Verfiigung stellen. Dabei konnen CTCs im Blut von Patienten
mit Epitheltumoren unter Verwendung von verschiedenen analytischen Verfahren schon sehr
genau ermittelt werden, obwohl die relative Zahl von CTCs dabei sehr gering ist. (Alix-

Panabicres et al. 2011, Danova et al. 2011)

4.2 Verwendete Surrogat-Marker

Die Bestimmung der in dieser Arbeit verwendeten Marker Tyrosinase/ MART-1, wird in den
aktuellen S3-Leitlinie (AWMF) nicht empfohlen. Dabei hat ein positiver Nachweis der beiden
Marker, wie in dieser Arbeit statistisch untersucht, einen signifikanten Einfluss auf den Pro-
gress und das Uberleben der Patienten.

Auch in einer Studie von de Vries et al. 1999, welche durch eine Qualitdtskontrolle die Re-
produzierbarkeit und den Nachweis von Tyrosinase und MART-1-Transkripten in iiber 100
Blutproben von ca. 70 Melanom-Patienten (Stadien III und IV) untersuchte, konnte die Wich-
tigkeit dieser beiden Marker gezeigt werden. Es sollte die Reproduzierbarkeit von RT-PCR
zum Nachweis von minimalen Mengen von zirkulierenden Melanomzellen verbessert werden.
Dabei war die Mehrheit der Blutproben fiir die Tyrosinase (ca. 80%) und fiir die MART-1 (ca.
66%) negativ, nur eine geringe Anzahl der Proben waren positiv fiir Tyrosinase und MART-1.

Es zeigte sich fiir die MART-1-PCR bessere Ergebnisse als fiir Tyrosinase-PCR und die Emp-
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findlichkeit war héher, wenn beide Marker verwendet wurden. Eine Folgerung daraus ist, dass
die geringe Zahl der Melanom-Marker in PCR-positiven Blutproben durch Unterschiede in
der mRNA Qualitét erklart werden konnen. ( de Vries et al. 1999)

Arenberger et al. fiihrten eine Studie mit fiinf Melanom-Markern: Melan-A/ MART-1, gp100,
MAGE-3, MIA und Tyrosinase, mit ca. 65 Patienten im resezierten Melanom Stadium IIB-I1I
durch. Dabei hatten ca. 20 Patienten einen signifikante Tumormarker Erhebung in einem Zeit-
raum von 0 bis 9 Monaten vor dem Fortschreiten der Erkrankung. Die MAGE-3 war dabei der
empfindlichste Marker einer Krankheitsprogression. Dadurch zeigt sich, dass vor allem stan-
dardisierte Methoden und Verfahren nétig sind, um moglichst einheitliche Ergebnisse zu ha-

ben.

Auch eine Studie zur Beziehung zwischen dem Tyrosinase Nachweis im peripheren Blut und
dem klinischen Verlauf der Erkrankung im Stadium III, nach radikaler Lymphknoten-
dissektion und anschlieBend krankheitsfreien Melanompatienten konnte 2003 zeigen: Dass die
RT-PCR Tyrosinase-mRNA-Expression eine zuverldssige und reproduzierbarer Marker mit
einer hohen Korrelation fiir die Melanome Progression und zuversichtlich auf der Ebene der
klinischen Anwendung im Routine Follow-up ist. Es wurden RT-PCR-Techniken verwendet,
um Tyrosinase-mRNA zu identifizieren, hierbei wurden insgesamt ca. 542 Blutproben unter-

sucht. (Osella-Abate et al. 2003)

Die Tyrosinase und MART-1 sind somit wie schon in vielen Studien belegt, auch in dieser
Arbeit als sehr sensible und spezifische Tumormarker zu werten. Dieses sollte durch weitere
klinische Studien belegt werden. Dabei ist es wichtig, durch Verwenden von mehr als einem
Marker, mehrfachen Analysen und standardisierten Verfahren die Sensitivitdt der Methode zu
erhohen. Des Weiteren ist es wichtig, mogliche Verunreinigungen der Blutproben durch
Epithelzellen durch standardisiertes Vorgehen zu vermeiden und damit die Spezifitit zu erho-

hen.

Weiterhin wurden so genannte ,,cut-off Werte fiir die verwendeten Melanom-Marker

MelanA/MART]1 und Tyrosinase ermittelt, um so die Ergebnisse zu verbessern.
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In den aktuellen S3-Leitlinien werden die Tumormarker S100B, LDH und MIA zu verschie-
dene Zeitpunkten der Erkrankung verwendet bzw. deren Bestimmung empfohlen. Dabei ge-
hort die Bestimmung des Proteins MIA (Melanoma inhibitory activity) aktuell nicht zur Stan-
darddiagnostik. Aufgrund der jetzigen Studienlage, kann iiber die prognostische Aussagekraft
der MIA keine Aussage getroffen werden, im Vergleich zu empfohlenen Bestimmung von
S100B, bei der Primardiagnose des Melanoms. Die Bestimmung der S100B und LDH bei ei-
ner Metastasierung ist aufgrund von vielfachen Studien in der Suche nach potentiellen Tu-
mormarkern des Melanoms empfohlen, da diese sich als niitzlich erwiesen haben. Nach den
Leitlinien, ist die LDH nicht als sensitiver Tumormarker fiir die Initial-Diagnostik bei Primér-
tumoren geeignet. Im Vergleich dazu, hat die LDH in dieser Arbeit bei einer Erh6hung einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben und den Progress. Diese Patienten mit einem erhdh-
tem LDH waren aber meist, auch in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung. So dass sich
die Empfehlung, einer Bestimmung in den fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung auch

durch die Ergebnisse der Arbeit bestitigt werden konnen.

4.3 Weitere klinische Faktoren und deren Einfluss auf Progress und Uberle-

ben

Die univariten Analysen haben gezeigt, dass ein CTC Nachweis fiir die Prognose der Erkran-
kung von wichtiger Bedeutung ist. Durch die verwendeten Marker Tyrosinase und Melan-
A/MART-1 konnte gezeigt werden, dass bei einem CTC-Nachweis im peripheren Blut, die
Uberlebenszeit verkiirzt ist und der Krankheitsprogress statistisch zeitlich schneller stattfin-

det, gegeniiber den Proben der Patienten ohne einen CTC-Nachweis.

In den multivariaten Analysen, zeigte sich durch die PCR fiir das Uberleben, der Karnofsky-
Index (p<0,001 und Hazard Ratio: 0,305), die LDH (p=0,002 und Hazard Ratio: 0,407) und
die Tumorlast (p<0,001 Hazard Ratio: 0,386) als prognostisch bedeutsame Einflussgrofen.
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Fiir den Progress der Erkrankung zeigten sich in den multivariaten Analysen, die LDH
(p=0,003 und Hazard Ratio: 0,417) und die Tumorlast (p<0,001 Hazard Ratio: 0,441) als

prognostisch bedeutsame Einflussgrofen.

STADIUM DER ERKRANKUNG: Wie erwartet, haben die unterschiedlichen Stadien der Er-
krankung, einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben und den Krankheitsprogress der Pa-
tienten. Da Patienten in den frithen Stadien (Stadium I) der Erkrankung, bei einer frithen In-
tervention gute Heilungschancen haben. In den fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung und
mit nachweislichen Fernmetastasen, ist eine komplette Remission hdufig nicht zu erreichen.
Dieses zeigte sich auch in den durchgefiihrten Analysen. In dieser Arbeit ist dabei bei Patien-
ten, die in den Stadien I-III der Erkrankung waren, die Uberlebenszeit statistisch am lingsten.
Von diesen Patienten verstarben deutlich weniger im Beobachtungszeitraum, als im Vergleich
zu Patienten in den Stadien IV- Mlc. Auch auf den Krankheitsprogress der Patienten in Ab-
hiangigkeit des Stadiums der Erkrankung, zeigte sich ein signifikanter Einfluss. Der Krank-
heitsprogress war statistisch schneller, waren die Patienten in den Stadien IV-Mlc der Er-
krankung.

Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Studie von Visus et al. 2007, die die prognostische Rolle von
zirkulierenden Melanomzellen untersuchte. Es konnte durch Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion fiir Tyrosinase-mRNA bei Patienten mit einem malignen Mela-
nom nachgewiesen werden, dass das Stadium der Erkrankung der einzige bedeutende prog-

nostische Faktor fiir das Gesamtiiberleben war. (Visus et al. 2007)

Palmieri et al. fiihrten 2003 eine Studie durch, hier zeigte sich allerdings kein signifikanter
Einfluss. Es wurde bei Nachweis von zirkulierenden Melanomzellen in peripheren Blutproben
zum Zeitpunkt der Diagnose von malignen Melanom Patienten, mit der semiquantitativen RT-
PCR untersucht. Dieses fiihrte jedoch zu keiner signifikanten Vorhersagewert fiir das Stadium
der Erkrankung. (Palmieri et al. 2003)

Daher sollten, da in einem frithen Stadium (Stadium I), das maligne Melanom durch eine
frithzeitige operative Intervention meistens geheilt werden kann, engmaschige Hautscreenings
erfolgen und im optimalen Fall auch eine bildgebende Dokumentation erfolgen. Im Vergleich

ist die Prognose des bereits metastasierten malignen Melanoms als eine schlechte anzusehen.
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Also ist ein entscheidender Faktor, die frithe Exzision bei suspekten Hautveranderungen zur

moglichen Vermeidung einer eventuellen Mikrometastasierung.

VERSCHIENDE THERAPIEARTEN: Die statistische Untersuchung auf den Einfluss der er-
haltenen Therapie der Patienten zeigte unterschiedliche Ergebnisse. Welche individuelle The-
rapie die Patienten nach der 1. Blutabnahme erhalten haben, hat dabei einen signifikanten Ein-
fluss auf den Uberlebenszeitraum der Patienten. Die Unterschiede zwischen den Therapiear-
ten sind zu beriicksichtigen und Patienten in den fortgeschritten Stadien haben sicherlich um

ein weiteres Fortschreiten der Erkrankung, teilwiese Therapiekombinationen erhalten.

Die Untergruppen der Patienten ist dabei insgesamt zu klein und die Therapien zu unter-
schiedlich, um diese miteinander zu vergleichen. Dabei hatten die gingigen Therapien auch
keine Abweichungen zu den bis jetzt bekannten Ergebnissen in den bekannten Studien. Der

Therapieerfolg ist daher bei bekannter Metastasierung eine Lebensverldngerung.

Daher ist der Erfolg einer adjuvanten Therapiemallnahme, vom friihzeitigen Einsatz in der
Phase vor der Mikrometastasierung noétig. In der Regel ist bei Patienten mit einer Fernmetas-
tasierung der Erkrankung nur noch wie erwéhnt eine Lebensverldngerung zu erreichen. In ei-
ner Studie von Tejera- Vaquerizo et al. 2007, zeigte sich ein dhnliches Ergebnis, dabei konnte
eine Fernmetastasierung bei zunehmender Tumordicke und Fernmetastasen im mittel nach ca.

26 Monaten nachgewiesen werden. (Tejera- Vaquerizo et al. 2007, Meier et al. 2002)

Patienten die nach der 1.Blutabnahme eine Chemotherapie erhielten, hatten die zeitlich kiir-
zeste Gesamtiiberlebenszeit von allen Patienten. Die Patienten die keine systemische Therapie
erhielten, da keine Therapie notig/erwiinscht war und/oder diese keinen Progress hatten, hat-
ten statistisch, die lingste Uberlebenszeit. Ein groBer Teil der Patienten erhielten eine Vakzi-
nierungstherapie, dabei scheint es, dass die Vakzinierungstherapie bei bestimmten Patienten
eine gute Therapiestrategie darstellt. Bei einer Behandlung mit Vakzinen prognostiziert dabei
eine Melanom-spezifische Immunantwort ein insgesamt ldngeres Gesamtiiberleben, obwohl
keine eindeutigen Beweise dafiir gefunden wurden, dass eine Vakzinierungstherapie insge-
samt eine bessere Therapie der Krankheit oder einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben im
Vergleich zu anderen Behandlungen hat. Dieses sollte durch weitere klinische Studien unter-

sucht werden.
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In einer Metaanalyse von Chi et al., konnte eine Vakzinierungstherapie bei Patienten mit ei-
nem metastasierten Melanom das Gesamtiiberleben beeinflussen. Zwischen sechs Studien mit
ca. 4400 Patienten, konnte gezeigt werden, dass eine Tumor-spezifische Immunantwort mit
einem ldngerem Gesamtiiberleben gegeniiber dem Ausbleiben einer Reaktion assoziiert ist.

(Chietal. 2011)

Der Progress der Erkrankung in Abhingigkeit von der Art der erhaltenen Therapie nach der 1.
Blutabnahme. Es hatten fast alle Patienten die nach der 1.Blutabnahme eine Chemotherapie
oder Kombinationstherapie erhielten einen Krankheitsprogress. Zwar haben diese Patienten,
fast alle eine Progression, diese waren aber in den fortgeschrittenen Stadien mit Fernmetasta-
sen. Daher ist es wichtig Methoden zur standardisierten Therapiefiihrung zu entwickeln, um
den zeitnahen Erfolg einer Therapie nachzuweisen und nicht erst nach mehreren Zyklen einer

erhaltenen Therapie.

Mocellin et al. fithrten 2010 basierend auf fritheren Metaanalysen von randomisierten kontrol-
lierten Studien eine Ubersichtsarbeit dariiber durch, ob die Verwendung von Interferon alpha
(IFN-a) in der adjuvanten Therapie auf den Progress bei Patienten mit malignem Melanom
hat. Dabei zeigte die adjuvante Therapie mit IFN-a eine statistisch signifikante Verbesserung

auf Progress und Gesamtiiberleben der Patienten. (Mocellin et al. 2010)

Des Weiteren konnten Palermo et al. in einer klinischen Pilotstudie mit einer Kombination
von Chemotherapie und Immuntherapie aus DTIC plus Peptid Impfung zeigen, dass diese Art
der kombinierten Therapie sehr wirksam bei der Verhinderung eines Progress der Erkrankung

sein konnte. (Palermo et al. 2010)

LDH: Die Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) wird in den S3-Leitlinien bei einer
Melanonerkrankung (AJCC, 2009) empfohlen und ist ein wichtiger Marker fiir ein fortge-

schrittenes Stadien der Erkrankung.

Als erhohte Lactatdehydrogenase-Werte wurden LDH > 240 U/l im Serum genommen.
Es zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen LDH Erhéhung und dem Krankheitspro-
gress. Eine LDH Korrelation mit dem Uberlebenszeitraum bei fortgeschrittenem Melanom
zeigte sich auch in zwei groflen, randomisierten Studien. Allerdings zeigte die prognostische

Aussagekraft der LDH verglichen mit zwei anderen Tumormarkern in einer Studie von Eg-
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berts et al. 20011 keine Korrelation zwischen dem Behandlungserfolg und des LDH-
Serumspiegels im Stadium IV der Erkrankung. (Agarwala et al. 2009, Egberts et al. 2011)

TUMORLAST: Bei einer Tumorfreiheit ist die Uberlebenszeit der Patienten deutlich verlén-
gert. Diese ist entweder klinisch, laborchemisch oder durch bildgebende Verfahren gesichert.
Es zeigt sich eine positive Korrelation zwischen noch vorhandenem Tumor und der Uberle-

benszeit bzw. dem Progress der Erkrankung.

Dabei waren 65 (48,5%) der Patienten bei der 1.Blutabnahme ohne Nachweis von Tumorzel-
len bzw. konnte keine Tumorlast klinisch oder/und mit bildgebendem Verfahren nachgewie-
sen werden, 32 (49,2%) der Patienten verstarben in einem Zeitraum von 0 bis ca.100 Mona-
ten. Bei 69 (51,5%) der Patienten konnte zum Zeitpunkt der 1. Blutentnahme eine Tumorlast
nachgewiesen werden, von diesen Patienten verstarben 55 (79,7 %) in einem Zeitraum von o

bis ca. 40 Monaten, ein Patient verstarb nach ca. 80 Monaten.

KARNOFSKY- INDEX: Der Karnofsky-Index war bei 18 (13,4%) der Patienten bei der 1.
Blutentnahme laut der zumeist pflegerischen Dokumentation niedriger als 90 %, davon sind
14 (77,7 %) der Patienten in einem Zeitraum von 0 bis ca. 40 Monaten verstorben. Bei 116
(86,6 %) der Patienten war der Karnofsky-Index > 90 %, von diesen Patienten sind 73 (54,5

%) in einem Zeitraum von 0 bis ca. 100 Monaten verstorben.

Die Patienten mit einem prozentual erniedrigtem Karnofsky- Index von < 90h% hatten statis-
tisch eine kiirzere Uberlebenszeit. Der Karnofsky-Index ist fiir die Uberlebenszeit der Patien-

ten von signifikanten Einfluss.

Auch in einer Studie von Mathieu et al. 2007, hatte ein niedriger Karnofsky-Index einen sig-
nifikanten Einfluss auf den Progress der Erkrankung. In dieser Studie hatten Patienten mit
malignen Melanom und nachgewiesenen Hirnmetastasen eine bessere Uberlebenschance mit

einem hohen Karnofsky-Index (> 90). (Mathieu et al. 2007)

DAS ALTER: Es waren 98 (73,1 %) der Patienten unter dem 60. Lebensjahr, von diesen ver-
starben 67 (68,4 %) der Patienten in einem Zeitraum von 0 bis ca. 100 Monaten. 36 (26,9 %)

der Patienten waren 60 oder élter, von diesen verstarben 20 (55,5 %) der Patienten, in einem
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Zeitraum von 0 bis ca. 80 Monaten. Das Alter der Patienten, zeigte keinen prognostischen
Einfluss auf den Uberlebenszeitraum. Von 98 (73,1 %) Patienten hatten 78 (79,6 %) einen
Progress der Erkrankung, in einem Zeitraum von 0 bis ca. 100 Monaten. 36 (26,9 %) Patien-
ten die 60 Jahre oder &lter waren hatten 25 (69,4 %) einen Progress, in einem Zeitraum

von 0 bis ca. 80 Monaten. Auch auf den Progress der Erkrankung, hat das Alter der Patienten
keinen signifikanten Einfluss.

Eine vergleichbare Studie im Bezug auf das Alter (Patienten mit Lymphknotenmetastasen),
die > 65 Jahre und < 65 Jahre alt waren, wurde das Alter als unabhédngiger prognostischer
Faktor fiir den Uberlebenszeitraum analysiert. Diese Analyse zeigte, dass Melanom-Patienten
>65 Jahre, durch ein héheres priméres Tumorstadium eine schlechtere Prognose in Gegenwart

von regionalen Lymphknotenmetastasen haben als jiingere Patienten. (Rutkowski et al. 2010)

GESCHLECHT: Das Geschlecht zeigte bei 74 (55,2 %) ménnlichen Patienten keinen signifi-
kanten Einfluss, von den ménnlichen Patienten verstarben 51 (68,9 %) in einem Zeitraum von
0 bis ca. 90 Monaten. Von 60 (44,8 %) weiblichen Patienten, verstarben 36 (60 %) der Patien-

tinnen in einem Zeitraum von 0 bis ca. 100 Monaten.

Das Geschlecht der Patienten hat bei der Prognose auf die Uberlebenszeit der Erkrankung ei-
nen geringen Einfluss, die weiblichen Patienten habe eine relativ geringe lingere Uberlebens-
zeit. Von 74 (55,2 %) Patienten hatten 60 (81,1 %) einen Krankheitsprogress, in einem Zeit-
raum von O bis ca. 90 Monaten. Von 60 (44,8%) Patientinnen hatten 43 (71,7 %) einen
Krankheitsprogress auch ca. in einem Zeitraum von 0 bis ca. 90 Monaten. Das

Geschlecht der Patienten hat einen relativ kleinen signifikanten Einfluss auf den Progress

der Erkrankung.

Es wurde bis jetzt in mehreren Studien gezeigt, dass Frauen eine bessere Uberlebensrate auf-
weisen als Manner. (Balch et al. 1992).

Dabei hatten Mianner aber einen hoheren Anteil an ulzerierten Lésionen als Frauen. Es be-
stand eine positive Korrelation zwischen der Stirke der Ulzeration. Die Prognose scheint auch
von der jeweiligen Lokalisation des Primértumors abhidngig zu sein. Patienten mit Melanom
der Kopfhaut, hatten eine schlechtere Prognose als diejenigen mit Lisionen des Halses und
diejenigen mit Melanomen an den Hinden der deutlich schlechteren Prognose als noch Pati-

enten mit Lisionen an den Armen oder Beinen. Offensichtlich gibt es einen eigenstdndigen
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Einfluss des Geschlechts auf die Prognose, in einer umfassenden AJCC-Validierungsstudie
bestétigte sich dieses. Es konnte sich aber nicht kldren worauf sich die bessere Prognose bei

Frauen beruht. (Balch et al. 2001)

Meier et al. konnten 2002 zeigen, dass dabei eine Metastasierung bei dem gréf3ten Teil der Pa-
tienten (ca. 50%), lokoregionir erfolgt und der Anteil der Patienten mit Fernmetastasen bei
ca. 30 % liegt. Dabei waren anatomische Lage, Geschlecht und Tumordicke signifikante Risi-
kofaktoren fiir die Entwicklung von Metastasen durch unterschiedliche Wege. (Meier et

al.2002)

In einer groflen Studie mit ca. 11.800 Melanom Fillen aus dem Miinchner Krebsregister, zeig-
te sich ein wesentlicher Vorteil fiir die weiblichen Patienten. Frauen hatten ein niedrigeres Ri-
siko des Fortschreitens, darunter ein geringeres Risiko von Lymphknotenmetastasen und vis-
zeralen Metastasen der Erkrankung und sie hatten einen signifikanten Uberlebensvorteil nach
der ersten Progression. Lokalisierte Melanome bei Frauen hatten eine geringere Neigung zu
metastasieren, was eine bessere Uberlebenschance darstellt, mit Ménnern verglichen. Diese
Ergebnisse weisen auf Unterschiede in der Tumor-Wirt-Interaktion {iber das Geschlecht hin.

(Joosse et al. 2011)

ALLGEMEINES: Von 134 Patienten mit einem histologisch gesicherten malignen Melanom
iiberlebten im Beobachtungszeitraum 49 Patienten (36,0 %). Es fanden in einem Zeitraum von
ca. 10 Jahren Blutentnahmen zu den verschiedenen Zeitpunkten statt. Diese wurden zu einem

grofiten Teil im Rahmen von Studien standardisiert.

So dass der grofite Teil der RT-PCR -Analysen mit den gleichen Laborstandards ausgefiihrt

wurden. 87 Patienten (64,0 %) sind innerhalb des Beobachtungszeitraums verstorben.

Bei den 49 Uberlebenden wurden bei 11 (22,4 %) Patienten der Nachweis von zirkulierenden
Tumorzellen im Serum nachgewiesen werden. Bei den Verstorbenen konnten im Gegensatz

dazu bei 37 (42,5 %) Patienten Tumorzellen bei der 1. Blutentnahme nachgewiesen werden.

Das Signifikanzniveau ist p= 0,05, wenn p < 0,05 ist hat die jeweilige Analyse eine signifi-

kanten Einfluss auf Uberlebenszeitraum oder den Progress. Es zeigte sich, dass die RT- PCR
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Analyse von zirkulierenden Melanomzellen im peripheren Blut, fiir das Uberleben (p < 0,001)
und fiir den Progress (p<0,001) eine deutlich signifikanten Einfluss zeigt. Fiir die Marker Ty-
rosinase Uberleben (p<0,001), Progress (p<0,001) und fiir MART-1 Progress(p<0,001) zeigt
sich ein signifikanter Einfluss. Nur fiir den Uberlebenszeitraum zeigt sich fiir die MART-1
mit (p=0,066) kein signifikantes Ergebnis. Es konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass bei ei-
ner geringeren Zahl von Patienten der Marker MART-1 bei den durchgefiihrten RT-PCR

Analysen nachzuweisen war.

Da zeigt die LDH in beiden Analysen fiir das Uberleben(p<0,001) und den Progress(p<0,001)

einen signifikanteren Einfluss.

Einen signifikanten Einfluss zeigen auch die Einflussgrof3en der Patienten wie Therapie, Tu-
morlast und Stadium der Erkrankung mit (p<0,001) fiir den Uberlebenszeitraum und
(p<0,001) fiir den Progress. Das Alter (p=0,457) fiir das Uberleben, (p=0,285) fiir den Pro-
gress und das Geschlecht (p=0,202) fiir das Uberleben, (p=0,285) haben keinen signifikanten
Einfluss auf den Uberlebenszeitraum und dem Progress nach der 1. Blutentnahme. Der Kar-
nofsky-Index zeigt auf den Uberlebenszeitraum (p<0,001) einen signifikanten Einfluss zuha-

ben und auf den Progress (p=0,068) nicht.

Bei Verwendung mehrerer Marker zeigen sich bessere Ergebnisse hinsichtlich der Uberwa-
chung von Therapien. Daher sollten mdglich auch alle vorhandenen aussagekriftigen Marker
mit in die Prognose auf den Uberlebenszeitraum, eventuellen Krankheitsprogress und Thera-
piestrategien einbezogen werden, um eine Optimierung der Behandlung fiir den jeweiligen

Patienten zu erreichen.

Es wurden in den letzten Jahren Unterschiede in der Erfolgsquote der Reverse Transkription
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) zum Nachweis von Melanom-Zellen im peripheren
Blut von Patienten beschrieben. Daher ist ein Nachweis auch immer von den Verfahren der
jeweiligen Labore abhédngig, es werden noch keine standardisierten Verfahren eingesetzt

(Keilholz et al. 1998).

Es gibt schon viele verschiedene Methoden zum Nachweis von CTCs, es konnte sich bis jetzt
noch keine Methode etablieren, um eine dieser Methoden zu etablieren sollten wichtige As-

pekte standardisiert und weiter optimiert werden.
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Die 1. Limitierung dieser Arbeit ist: Der retrospektive Charakter der Arbeit,

die 2. Limitierung ist: Heterogene Patienten (Stadien, verschiedene Therapien)

Des Weiteren ist die Gesamtzahl der Patienten die eine standardisierte Blutentnahme, also zu
Zeitpunkten der eventuellen Krankheitsprogression oder auch mit Blutentnahmen mit einer
PCR Bestimmung in Zyklen zu gering.

Die Auswertung der prognostischen Bedeutung mehrerer aufeinanderfolgender Blutentnah-
men ist aufgrund der unterschiedlichen Zeitabstinde und der insgesamt geringen Patientenan-
zahl fiir die Analyse limitiert. Aufgrund der retrospektiven Analyse sind nicht alle Daten fiir
alle Patienten vollstindig. Des Weiteren eine teils unvollstdindige Dokumentation bzw. einem
nicht vollstdndig zu eruierendem Follow-up's.

Es kann nach Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit zusammenfassend gesagt werden,

dass bei einem Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen durch die RT-PCR bei Patienten
mit malignem Melanom eine insgesamt schlechtere Prognose der Erkrankungen gesehen wer-
den konnte. Fiir zukiinftige Studien bei der weiteren Untersuchung von CTCs kann nicht aus-
geschlossen werden, dass durch die Entwicklung und/oder Weiterentwicklung neuer oder be-
reits vorhandener Tumormarker, die aktuelle Situation sich dndert.

Dabei sollte nach neuen Tumormarkern gesucht werden, die Optimierung der zur Zeit ver-
wendeten Techniken zur Aufarbeitung der Proben erfolgen und des Weiteren eine gezielte
Isolierung von epithelialen Zellen im Vorfeld der RT-PCR erfolgen, um so die Spezifitdt der
Methode bei gleichbleibender Sensitivitdt moéglicherweise zu erhohen. Dieses kann nur durch

weitere prospektive klinische Studien erfolgen.

4.4 Ausblicke

Es passiert im Hinblick auf neue Therapiestrategien und Optionen aktuell sehr viel, diese sind
aber noch auf Patienten beschriankt welche sich schon in fortgeschrittenen Stadien der Er-
krankung befinden und dabei schon meistens Fernmetastasen nachzuweisen sind. Da aktuell
noch keine sehr spezifischen Tumormarker fiir das maligne Melanom existieren, liegt die
Schwierigkeit darin die Patientin heraus zu filtern, bei denen eine eventuelle Mikrometastasie-

rung im frithen Stadien der Erkrankung stattfand oder die eine Gefahr haben im Verlauf ein
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Rezidiv und/oder Fernmetastase bilden kdnnen, aber diese laborchemisch bei der Erstdiagno-

se nicht nachzuweisen war.

Daher ist ein besonderes Ziel, noch spezifischere Tumormarker zu suchen. Welche bei gesun-
den Patienten nicht vorhanden sind, bzw. Normwerte zeigen und bei Patienten mit einem Tu-
mor nachweisbar sind, bzw. pathologisch sein sollten. Diese sollten bei einer Progression ide-
alerweise erneut ansteigen und somit eine optimale Aussage auf Prognose und die Wahl der
jeweiligen Therapiestrategie haben. Bei aktuell sehr schlechter Prognose des metastasierten

Melanoms sollte dies einer der Hauptziele der klinischen Forschung sein.

Die Biologie des Melanoms ist ein duerst komplexer Prozess, der mehrere Mutationen sowie
Aktivierung mehrerer onkogener Signalwege beinhaltet. Gegenwiértig laufen Studien die eine
Kombination verschiedener Wirkstoffe gezielt, sowie mit Kombinationen von Chemotherapie
und / oder biologischer Therapie und Signaltransduktion- Inhibitoren. Dabei sind diese klini-
schen Studien wichtig, um die durchgefiihrten korrelativen Studien zum Verstédndnis der mo-
lekularen Biologie des Melanoms zu verstehen. Diese tragen dazu bei, dass ein besseres Ver-
stindnis der Melanom- Biologie und ihrer Mechanismen der Resistenzbildung gegen
die derzeitigen Standardtherapien. Dadurch kann moglicherweise die Entwicklung neuer,

wirksamerer Substanzen erfolgen. (Kudchadkar R 2010)

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keinen einzelnen Tumormarker fiir das maligne Melanom,
welcher diese Kriterien erfiillt. Die prognostischen Faktoren werden aktuell nach Histologie
des Primértumors, Tumordicke nach Breslow, dem Invasionslevel nach Clark, Alter und Ge-
schlecht des Patienten, Anzahl der befallenen Lymphknoten bei Erstdiagnose, vorhandenen

Metastasen und der Lokalisation des Primértumors gestellt. (Mouawad et al. 2010)

Sollte ein diese Kriterien erfiillender Tumormarker gefunden werden, konnte dieser im klini-
schen Alltag sehr von Nutzen sein, wie zum Beispiel frithzeitig ein mdgliches Rezidiv zu zei-
gen oder im Rahmen der Nachsorge zur Optimierung der moglichen Therapien und Thera-
piewirkungen dienen. Der einzige Serum-Marker, der in den aktuellen AJCC Klassifikation
fiir die klinische Anwendung eingebaut wurde ist die Lactatdehydrogenase (LDH)-Dosierung,
diese ist aber begrenzt auf die Prognose von Metastasen. Die jlingste Entwicklung von Prote-

omanalyse Technologien bieten neue Perspektiven auf diesem Gebiet. Um prognostische Bi-

69



DISKUSSION

omarker im Serum von Melanom-Patienten zu identifizieren, konnte dieses der eine entschei-

dende Schritt sein. (Sekulic et al. 2008, Solassol et al. 2011).

Die Anwesenheit von zirkulierenden Melanomzellen ist ein Marker fiir ein hohes Rezidivrisi-
ko und ein kiirzeres krankheitsfreies Uberleben, ob postoperativ erkannt oder wihrend des

Follow-up.

Tyrosinase-mRNA-Amplifikation durch Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
kann ein niitzliches Werkzeug fiir die Uberwachung der Wirksamkeit der adjuvanten Behand-
lung sein. Die aktuellen verschiedenen Marker, besonders wenn sie in Kombination bewertet
werden, konnen verwendet werden, um Patienten zu iiberwachen, die ein Rezidivrisiko haben.

(Gogas et al. 2002, Kluger et al. 2011)

Wichtig wire weiterhin die Spezialisierung von Centern weiter zu fordern und weiter zu kon-
zentrieren mit spezialisiertem Personal zur Betreuung von Erkrankten Patienten, um so mog-
lichst schnelle Diagnosen und Therapiemdglichkeiten zu haben.

Die Inzidenz und die Mortalitdt des malignen Melanoms nahm in den letzten Jahrzehnten
deutlich zu, obwohl noch vor wenigen Jahrzehnten das maligne Melanom, als ein der seltene-
ren Tumoren des Menschen galt. Im Jahr 2008 rangierte es bei Frauen auf Platz fiinf und bei
Minnern auf Platz acht der hiufigsten soliden Tumorentitdten in Deutschland. Um einen Ein-
fluss auf die Verringerung der Inzidenz zu haben, muss eine bessere Methode der Friiherken-
nung von Melanomen und die Methoden zur Verhiitung einer Erkrankung verbessert werden.
Dabei sollte vor allem die Aufklarung und Sensibilisierung mit intensiven Bemiihungen, um
eine eventuelle Erkrankung zu vermeiden, schon im Kleinkindesalter erfolgen. Da die Son-
nenexposition im Kindesalter und das Risiko an einem kutanen Melanom zu erkranken korre-
lieren. (Riker et al. 2010, Kaatsch et al.2012, Cust et al. 2011, Garbe et al. 2003, Burg et al.
1997).

70



ZUSAMMENFASSUNG

S ZUSAMMENFASSUNG

Das maligne Melanom ist ein sehr aggressiver Tumor des Menschen, dabei werden Patienten
in Anfangsstadien der Erkrankung primir zu meist chirurgisch versorgt. Die Gefahr das dabei
kleinste Mengen ausstreuender Tumorzellen im Korper verbleiben konnen und so eine Gefahr
fiir ein Rezidiv und/oder eine Metastase darstellen, stellt die Kliniker vor eine grofle Aufgabe,

diese CTCs nachzuweisen und zu eliminieren.

In diese Arbeit wurden insgesamt 134 Patienten mit einer histologisch gesicherten malignen
Melanom Erkrankung eingeschlossen, welche im Campus Benjamin Franklin der Charité be-
treut wurden. Es wurde mittels der RT-PCR Methode, unter Verwendung der Biomarker
(Tyrosinase und MART-1) der Nachweis von CTCs und deren prognostische Aussagekraft
auf das Uberleben und den Progress der Erkrankung mit statistischen Analysen untersucht.
Die Patienten waren dabei in verschiedenen Stadien (I-IV) der Erkrankung und erhielten ne-
ben der zumeist primir chirurgischen Intervention unterschiedliche systemische Therapien

(Vakzinierung-, Interferon-, Chemo-, und Kombinationstherapien).

Es konnte durch univariate und multivariate Analysen gezeigt werden, dass bei Patienten mit
einem Nachweis von CTCs, ein signifikant kiirzeres Uberleben bestand, gegeniiber Patienten
ohne einen Nachweis von CTCs. Auch das erhohte Risiko einer Progression der Erkrankung,
konnte bei Patienten, mit einem Nachweis von CTCs statistisch gezeigt werden. Des Weiteren
wurden Faktoren, wie die Erh6hung der LDH, das Alter, das Geschlecht, die Tumorlast, der
Karnofsky-Index und deren Einfluss auf das Uberleben und den Krankheitsprogress analy-
siert: Fiir diese Faktoren zeigten sich unterschiedlich signifikante Ergebnisse in den Analysen.

Die analysierten Ergebnisse dieser Arbeit wurden mit anderen Studiendaten verglichen.

Dabei bedarf es weiterer prospektiver Studien, um den Nutzen der Einfiithrung des Nachwei-
ses der CTCs in der klinischen Routine zu belegen.
Die zunehmende Kenntnis der pathophysiologischen Mechanismen der Tumorbiologie, Tu-

morimmunologie und steigendem molekularbiologischen Verstindnis des Melanoms, sollten
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dazu eingesetzt werden um ein individuelles Behandlungskonzept fiir Patienten zu gestalten.
Wichtig ist weiterhin die Spezialisierung von Centern zu fordern und zu konzentrieren, um

die Betreuung von erkrankten Patienten zu verbessern.
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