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1. Einleitung

Das Melanom ist ein sehr agressiver, vom melanozytaren Zellsystem ausgehender
Tumor und zahlt mittlerweile zu den 10 haufigsten soliden Tumorentitdaten [1].
Uberwiegend manifestiert es sich an der Haut, dariiber hinaus konnen aber auch
mukocutane oder extracutane Lokalisationen wie z.B. die Speiserthre [2, 3], die
Aderhaut [4] sowie die Gallenwege und die Gallenblase [5, 6] betroffen sein. Bezlglich
des Verteilungsmusters finden sich die meisten Melanome beim Mann am Stamm
(55%), wahrend bei der Frau Uberwiegend die untere Extremitat betroffen ist (45%).
Neben den meist stark pigmentierten Melanomen kommen auch amelanotische Formen
vor. Im Verhaltnis zur Tumormasse besteht eine friihe Tendenz zur lymphogenen und
hamatogenen Metastasierung und damit einhergehend eine unglnstige Prognose.
Trotz erheblicher Forschungs-Anstrengungen auf dem Gebiet der Therapieoptionen
(Chemotherapie, Immuntherapie, Strahlentherapie, Vakzinierung, Gentherapie) bleibt
die operative Intervention nach wie vor der einzige kurative Ansatz in der Behandlung
des malignen Melanoms.

Zielfuhrend ist daher eine frihzeitige Erkennung des Primartumors bzw. seiner
lokoregiondren Metastasen, bevor Fernmetastasen auftreten, insbesondere auch im
Rahmen der Nachsorge der Melanompatienten. Patienten mit Fernmetastasierung
(Stadium IV) haben eine mittlere Uberlebensrate von 6 Monaten und damit eine infauste
Prognose. Dieses ist umso wichtiger, da bislang fur dieses Stadium IV keine effektiven
allgemeingultigen Therapien gefunden wurden; unter Darcabacin-Chemotherapie, die

immer noch die Standardtherapie darstellt, liegen die Ansprechraten bei nur 6-12%.

1.1 Epidemiologie des Malignen Melanoms

Die Inzidenz des Melanoms in Deutschland hat in den letzten Jahren schneller als bei
allen anderen Tumorentitdten zugenommen und sich von den 70er Jahren bis Mitte der
90er Jahre nahezu verdoppelt [7]. Nach Angaben des Krebsregisters Schleswig-
Holstein (2002) werden im Jahr 31 Neuerkrankungen/100.000 Einwohner gemeldet,
wobei es hinsichtlich der Geschlechterverteilung keine signifikanten Unterschiede gibt.



Der hochste Anstieg der Inzidenz liegt bei der Altersgruppe > 60 Jahre. Allerdings ist
zunehmend auch ein groRerer Anteil jingerer Erwachsener betroffen [8], was sich
neben den enormen Kosten fir das Gesundheitswesen auch 6konomisch durch Verlust
von Lebens- bzw. Arbeitsjahren negativ auswirkt. Allein im Jahr 2002 gingen in
Deutschland 9060 Erwerbstatigenjahre aufgrund verminderter Erwerbsféahigkeit durch
ein malignes Melanom verloren [9].

Als Haupt-Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Melanoms werden Charakteristika
der Pigmentierung wie helle Hautfarbe, eine gro3e Anzahl gewohnlicher melanozytéare
Navi oder das Vorhandensein von atypischen Navi [10] sowie Sonnenlicht angesehen.
Bei der UV-Belastung (Sonnenlicht, Solarien) der Haut scheinen aber weitere Faktoren
wie der Melanocortin-1-Rezeptor (assoziiert mit heller Haut und roten respektive
blonden Haaren), Wohnortnahe europaisch abstammender WeiRer zum Aquator und
intermittierende (im Gegensatz zu chronisch-kummulierende) Exposition hoher UV-
Dosen insbesondere in der Kindheit bei der Melanomentstehung eine entscheidende
Rolle zu spielen [11, 12]. Bei einem kleineren Anteil der Melanompatienten sind erbliche
Mutationen der CDKN2A- und CDK4-Gene beschrieben worden [11, 13]. Auch
immunologische Faktoren beeinflussen den Tumor, was sich unter anderem bei

Immunsupression bzw. Spontanremissionen zeigt [14].

1.2 Klinik und Prognose

Das Melanom lasst sich klinisch und histologisch in verschiedene Typen einteilen. Am
haufigsten wird das superfiziell spreitende Melanom (SSM) mit ca. 55% diagnostiziert
(siehe Abbildung 1), gefolgt vom nodularen Melanom (NM) mit 20%, dem Lentigo-
maligna-Melanom (LMM) mit 9% sowie dem akrolentiginbsem Melanom (ALM) mit 4%.
Neben nicht-klassifizierbaren Melanomen und Mischformen gibt es klinische
Sonderformen, wie navoide Melanome, Aderhaut-Melanome, amelanotische Melanome,
desmoplastische Melanome, Schleimhautmelanome oder extracutane Melanome (ca.

5% aller Melanome).



Abbildung 1: Superfiziell spreitendes Melanom mit noduléren Anteilen

In 90% der Erkrankungen wird das primére Melanom ohne erkennbare Metastasierung
diagnostiziert. Hier gelten die vertikale Tumordicke nach Breslow [15], gefolgt vom
Vorhandensein histologisch erkennbarer Ulzerationen sowie der Invasionslevel nach
Clark [16] als wichtigste prognostische Faktoren. Die 10-Jahres-Uberlebensrate im
Gesamtkollektiv betragt ohne Metastasierung 43% - 96% nach dem American Joint
Committee on Cancer 2001 (AJCC) [17, 18]. Jede Metastasierung reduziert die 10-
Jahres-Uberlebensrate auf weniger als 10%.

Die Metastasierung kann primér lymphogen als auch primar hamatogen erfolgen. Man
unterscheidet zwischen regiondrem Lymphabflussgebiet (Satellitenmetastasen und
Intransit-Metastasen), regiondren Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen, wobei
die Anzahl und das Volumen der betroffenen regiondren Lymphknoten im
Abstromgebiet die wichtigsten Prognosefaktoren darstellen [19]. In ca. 70% der Falle
metastasiert das Melanom zunéchst lokoregionédr (als Satellitenmetasten (SM), in-
transit-Metastasen (ITM) oder lokoregionare Lympknotenmetastasen) [20]. Der
Nachweis von Mikro- bzw. Makrometastasen im Wé&chterlymphknoten (engl.: sentinel
lymph node = SLN) nimmt einen besonderen Stellenwert bei der Festlegung des
weiteren Procedere ein [21].

Liegen Fernmetastasen vor (entsprechend Stadium IV der TNM-Klassifikation), gilt die
Prognose als infaust mit einer mittleren Uberlebenszeit zwischen 6 und 9 Monate. Nach

Keilholz et al. zeigen der Ort der Fernmetastasen und die Anzahl der Metastasen (Basis
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der M-Subkategorie des neuen AJCC Staging Systems) einen geringen, aber nicht
signifikanten Einflul in der Relation zwischen Metastasierungsmuster und
Uberlebenszeit. Als signifikante Pradiktoren fur die Uberlebenszeit bei Stadium IV-
Melanom-Patienten werden pretreatment performance status (PS), die LDH und die

Tumormasse beschrieben [22].

1.3 Diaghostik

1.3.1 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung des auffalligen Navus basiert auf der ABCDE-Regel fiir die
Haut (Asymmetrie, unscharfe und unregelméRige Begrenzung, unterschiedliches
Colorit, Durchmesser > 5mm, rasche Evolution/VergroRerung in den letzten 3
Monaten). Durch die Dermatoskopie (Auflichtmikroskopie) kann die Sensitivitat der
klinischen Beurteilung des auffalligen Navus um bis zu 35% auf 89% gesteigert werden,
die Spezifitat liegt bei 79% [23, 24]. Daruber hinaus kénnen hierdurch unnétige
Exzisionen von richtig diagnostizierten benignen Pigmentnavi vermieden werden.

Bei ausreichendem Verdacht erfolgt die Exzision des Hauttumors und die histologische
Sicherung der Diagnose mit Bestimmung der Tumordicke nach Breslow, einer
mdoglichen, die Prognose verschlechternden Tumorulzeration und der Invasionstiefe
nach Clark. Die histopathologische Diagnose grindet sich auf die morphologischen
Merkmale des Tumors in der HE-Farbung. In einigen Fallen kann die
immunhistologische Markierung mit S-100 Protein, HMB-45, NKI/C3, Melan-A oder
MIB-1 hilfreich sein. Als zusatzlicher Parameter wird auch die Regression aufgefuhrt.
Bei der Regression handelt es sich um ein Phanomen mit Beteiligung zytotoxischer
Lymphozyten und betrifft den superfiziellen vaskularen Plexus, ein verdicktes Stratum
papillare und die Epidermis. Morphologisch ist die Regression durch eine Fibrose und
Melanose gekennzeichnet. Je nach Ausprégung spricht man von einer fokalen,
partiellen bzw. kompletten Regression. Entgegen friheren Meinungen bleibt die
Regression jedoch ohne prognostische Relevanz [25, 26].

In Kenntnis der Tumordicke (Td) erfolgt dann die Nachexzision mit dem empfohlenen
Sicherheitsabstand (Tabelle 1) sowie zusétzlich die SLND bei einer Td > 1mm.
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Aufgrund der derzeitigen Studienlage haben die Sicherheitsabstdande keinen
entscheidenden Einfluss auf das Risiko einer Fernmetastasierung, jedoch wohl auf die
Haufigkeit lokoregionarer Rezidive. Bei zunehmender Tumorgrof3e und kleineren
Sicherheitsabstdnden ist das Risiko von lokalen Satelliten-Metastasen in unmittelbarer

Umgebung zum Prim&rtumor zunehmend erhdht [27].

Tabelle 1: Empfehlungen zu Sicherheitsabstédnde bei der Melanomexzision [28]

Tumordicke nach Breslow Sicherheitsabstand
In situ Melanome 0,5cm
<2,0 mm 10cm
22,0 mm 2,0cm

Der Wert einer weiterfihrenden Ausbreitungsdiagnostik (Primarstaging) ist umstritten.
Nach der deutschen Leitlinie malignes Melanom (Tabelle 2) soll bei einer Tumordicke >
1mm bzw. kann bei dinneren Melanomen eine zusatzliche Diagnostik mittels
Lymphknotensonographie des regionaren Abflusses, Rontgen-Thorax, Sonographie des
Abdomens und Labor (BSG, Blutbild, LDH, alkalische Phosphatase und Protein S 100)
erfolgen. Bei Risikopatienten missen weitere Malinahmen wie CT, MRT-Schadel, PET
etc. erwogen werden. Die negativen Konsequenzen einer vermehrten Diagnostik sind
erhohte Kosten und Angste bei den Patienten. Vor diesem Hintergrund muss kritisch
beurteilt werden, welche weitere Untersuchungsmethoden nach der Diagnose eines
malignen Melanoms nutzlich und durchfiihrbar sind [29, 30].

Tabelle 2: Empfehlungen fir die Nachsorge kutaner maligner Melanome der AMWEF, Stand 2005.

Das Nachsorgeintervall ist in Monaten angegeben.

Stadium und Korperliche Kérperliche Lymphknoten- Blutuntersuchung Bildgebende

Tumordicke Untersuchung im Untersuchung im sonographie im 1. | Protein S-100 im Untersuchung im
1. - 5. Jahr 6. —10. Jahr — 5. Jahr 1.-5. Jahr 1.-5. Jahr

I (=1 mm) 6 12 Keine Keine Keine

I +11 (>1mm) 3 6-12 6 3-6 Keine

I 3 6 3-6 3-6 6

v Individuell
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1.3.2 Wéachterlymphknotenbiopsie

Die Methode der friher regelm&Rig durchgefihrten elektiven Lymphknotendissektion
(ELND) wurde nach Einfuhrung der Wachterlymphknotenbiopsie (WLKB bzw. SLNB=
sentinel lymph node biopsy oder SLND= sentinel lymph node dissection) durch Morton
im Jahr 1992 weitgehend verlassen [31]. Lediglich bei einem primaren Melanom im
Kopf-Hals-Bereich  kann  aufgrund der besonderen  Gegebenheiten der
Lymphabstrombahnen alternativ zur WLKB die selektive neck dissection und/oder
Parotidektomie erwogen werden. Die friher vertretene radikale Behandlung des
malignen Melanoms am Kopf und Halsbereich mit ausgedehnter Tumorexzision und
radikaler neck dissektion gilt bei diesem durch endogene wie exogene Faktoren
beeinflussten immunogenen malignen Tumor als nicht langer gerechtfertigt [7]. Als
Wachterlymphknoten (WLK bzw. SN = sentinel node) wird der erste drainierende
Lymphknoten im Lymphabstromgebiet bezeichnet. Multicenterstudien belegen eine
eindeutige Korrelation zwischen dem Status des WLK und der rezidivfreien
Uberlebenszeit [32-34]. Auch zwischen Tumordicke und Haufigkeit des WLK-Befalls
besteht eine positive Korrelation, allerdings kénnen auch bei bereits deutlich dinneren
Melanomen (ab 0,35mm ca. 1,5%) Wachterlymphknoten befallen sein. Fallstricke bei
der WLKB liegen zum Einen in der Unerfahrenheit des Operateurs (Exstirpation des
falschen LK), aber auch in der noch relativ wenig standardisierten histologischen
Lymphknotenaufarbeitung und der damit verbundenen Gefahr des Ubersehens von
Mikrometastasen [35]. Nach dem Gottinger Protokoll werden eine ausreichend hohe
Anzahl von Serienschnitten und zusatzlich zur HE-Farbung die immunhistochemische
Aufarbeitung mittels S-100, HMB-45 und Melan A / MART-1 gefordert. Starz fihrte
daruber hinaus die mikromorphometrische S-Klassifikation des WLK ein [36], die eine
Risikoabschéatzung nachgeschalteter regionédrer LKs wie auch von Fernmetastasen und
damit eine Prognose fir das Gesamtiberleben ermdglichen soll. Hierbei wird die
Eindringtiefe der Melanomzellen, gemessen von der Innenseite der LK-Kapsel, in drei
Klassen eingeteilt (S1-Befund bis 0,3mm, S2-Befund 0,31 bis 1mm und S3-Befund >
1mm). 86% der Metastasen sind subcapsuléar lokalisiert. Dies sollte bei unvollstandiger
Exzision bzw. operativ bedingten Kauterartefakten bertcksichtigt werden [37].

In einer aktuellen Studie von van Akkooi wird hingegen allein die Tumorlast als
signifikanter prognostischer Faktor fiir positive post-SN dargestellt [38]. Weder Starz-
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Klassifikation, Tumordicke nach Breslow, Clark-Level, Alter noch Geschlecht zeigten in
der Studie einen signifikanten Vorhersagewert.

Bei WLK-negativen Patienten ergeben sich keine weiteren therapeutischen
Konsequenzen. Bei WLK-positiven Patienten wird die totale Lymphadenektomie der
entsprechenden Lymphknotenstationen aus Sicherheitsgriinden empfohlen, wenngleich
ein prognostischer Vorteil durch bisherige Studien nicht gesichert werden konnte.

1.3.3 Sonographie

Mit Hilfe der hochaufldésenden Sonographie der Haut (20, 75 und 100 MHz) kann die
Tumordicke des Primé&rtumors bestimmt werden, wobei die Genauigkeit mit den
histologischen Untersuchungen vergleichbar ist [39-41]. Allerdings sind die Ergebnisse
ab einer Tumordicke > 0,76mm genauer als bei dinneren Melanomen [42].
Gefallneubildung werden dabei Uberwiegend in primaren Melanomen mit Tumordicke
>> 1mm beobachtet [43].

Ultraschall wird sowohl fir das préaoperative Staging wie auch fur das postoperative
Monitoring bei Patienten mit malignem Melanom empfohlen [44]. Ca. 50% der ersten
Metastasen liegen aul3erhalb des Lymphknotensystems (SM+ITM: 22% ; FM: 28%) und
wirden somit durch eine alleinige Wachterlymphknotenbiopsie nicht detektiert werden
[20]. Der praoperative Ultraschall (7,5 — 14 MHz) ermdglicht die Identifikation von WLK
und ist deshalb eine wichtige zusatzliche Methode zur Lymphszintigraphie [45, 46].
Unstrittig ist die zusatzliche diagnostische Sicherheit der Sonographie von
Lymphknotenmetastasen sowie Satelliten- und Intransit-Metastasen gegenuber der
Palpation bzw. Kklinischen Untersuchung allein [47-50]. Durch die sich standig
verbessernde Technologie kdnnen deshalb selbst kleinste Raumforderungen von 3mm3
Volumen dargestellt, gemessen und quantifiziert werden. Verbessert wird die
diagnostische Genauigkeit gegenuber der konventionellen Sonographie weiter durch
die Farbdopplersonographie (CDS) regionaler LK-Metastasen, wobei die Ausmessung
der Dopplerkurven und die Berechnung der Pulsatilitdt sowie der Widerstand-Indizes
aber zeitraubend sind und nur einen fraglichen weiteren diagnostischen Gewinn
erbringen [51, 52]. Die Verwendung eines D-Galaktose-basierten Signalverstarkers bei

der CDS hat sich als interessantes Diagnostikum zur verbesserten Unterscheidung
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zwischen malignen und reaktiven Lymphknoten erwiesen und durfte seinen speziellen
Wert darin haben, unnotige Exstirpationen von kleinen reaktiven Lymphknoten zu
vermeiden [53]. Dieses gilt natlrlich fur diejenigen Diagnostiker, die keine FNAC
einsetzen. Bei der Verwendung der CDS (insbesondere des Power Mode) hat sich vor
allem die periphere Perfusion der Lasionen als frihester und prognostischer Parameter
heraus kristallisiert (eingereicht fur ASCO 2009).

Zusammenfassend ermoglicht die Sonographie der Lymphknoten und Metastasen eine
vorteilhafte  Kombination aus diagnostischer  Durchfihrbarkeit, Genauigkeit,
wirtschaftlicher Moglichkeit und Patienten-Akzeptanz [54]. Sie zeichnet sich gerade in
der Nachsorge von Melanompatienten mit einem positiven Einfluss auf die
Gesamtiuberlebensrate aus [55]. Neben den technischen Voraussetzungen ist jedoch
die Erfahrung des Untersuchers entscheidend fir die Spezifitat bzw. Sensitivitat der
Methode.

1.3.4 FNAC

Die Feinnadelaspirationszytologie (FNAC) stellt eine sichere, schnelle und technisch
einfache diagnostische Methode zur Sicherung einer malignen Raumforderung dar. lhre
hohe Sensitivitat und Spezifitat wurde in zahlreichen Studien belegt [56-61]. Bei
Melanompatienten wird diese Methode jedoch bis heute nur selten angewendet, ist
jedoch im Rahmen der Nachsorge bereits aufgrund ermutigender Ergebnisse mit hoher
Spezifitat und Sensitivitat anerkannt [58]. Im praoperativen Staging wird diese Methode
(FNAC beim WLK) erstaunlich selten umgesetzt. Nach Voit et al. ist die FNAC eine sehr
zuverlassige Methode in der frihen Erkennung von Melanom-Metastasen [62, 63] und
kann in 16% aller untersuchten Falle die geplante Durchfihrung einer WLKB vermeiden
[64]. Dies konnte auch in neueren Studien bestétigt werden [65]. Technische Grenzen
bestehen insbesondere beim Nachweis von zum Teil nur immunhistochemisch
nachweisbaren Mikrometastasen bzw. nekrotischen Lasionen. [66]. Dariiber hinaus
bedarf es einer gewissen Routine, die Zytologie von Melanomzellen im

Ausstrichpraparat sicher beurteilen zu kénnen.
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1.3.5 Tyrosinase RT-PCR in Lymphknoten und peripherem Blut

Bisher gilt die Wachterlymphknotenpositivitat als der wichtigste prognostische Faktor fur
das tumor-assoziierte Uberleben. Hinsichtlich der Erkennung von Mikrometastasen
bzw. Melanomzellen sind den derzeitigen diagnostischen Mdglichkeiten, einschlief3lich
der histologischen Beurteilung der LK, Grenzen gesetzt (die falsch-negative Rate bei
der WLKB liegt bei ca. 12%). Zur Schliel3ung dieser diagnostischen Lucke wird seit
langem nach einem hoch sensitiven und dariber hinaus spezifischen Tumor-Marker
gesucht. Keiner der bisher verwendeten Marker kann diese Voraussetzungen bisher
erfillen. Gegenwartig wird lediglich S100R zur Friherkennung tumorfreier Patienten
bzw. Verlaufskontrolle bei Metastasierung empfohlen. Im  Stadium der
Fernmetastasierung kann zuséatzlich LDH bzw. MIA optional bestimmt werden. Bei allen
diesen Markern ist jedoch eine hohe Rate an falsch positiven Werten zu verzeichnen,
die unndétige Ausgaben fir diagnostische Radiologie nach sich zieht. Zudem sind dieses
keine frihen Marker — d.h. sie sind erst bei Vorliegen héherer Tumor-Stadien positiv.
Somit sind diese Pradiktoren aufgrund fehlender Therapieoptionen im Stadium IV nicht
lebensverlangernd. Oft haben die Patienten im Stadium Il mit sonographisch bereits
sichtbaren LK-Filiae einen normalen MIA-Wert, was vermutlich auf eine geringe
Tumorlast durch die Metastasen zuriickzufihren ist.

Ein weiterer Marker wurde durch den Nachweis von melanom-assoziierter mRNA-
Sequenzen der Tyrosinase auf Basis der Polymerasekettenrektion (RT-PCR) verfugbar
[67]. Der Nachweis von Tyrosinase RT-PCR ist sowohl im nativen
Lymphknotengewebe, in FNAC-Aspiraten, histologischen Paraffinschnitten sowie im
peripheren Blut méglich. Diese RT-PCR zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat aus
[68], allerdings gibt es widerspriichliche Studienergebnisse in puncto der Spezifitat. Der
Wert der RT-PCR Bestimmung im Wachterlymphknoten wird nach wie vor kontrovers
diskutiert [69-73].

Die RT-PCR ist dabei ebenfalls in der Lage einzelne Tumorzellen nachzuweisen. Deren
klinischer Wert ist jedoch unklar, da bekannt ist, dass nicht jede nachgewiesene vitale
Tumorzelle sich stets in ein Rezidiv verwandelt. Das Gros der Zellen wird
immunologisch zerstért oder geht in das GO-Stadium Uber, in welchem es uber Jahre

verweilen kann.
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1.3.6 Alternative Diagnostik

Es gibt zahlreiche bildgebende Verfahren; jede fur sich mit Vorteilen und
Einschrankungen [74]. Sowohl der Rontgen-Thorax wie auch die Thorax-CT sind als
Standarduntersuchungen im Rahmen der Erstdiagnose nicht geeignet, da sie einen
relativ hohen Anteil von falsch-positiven Befunden liefern [75]. Die Skelettszintigraphie
zum Aufdecken von Knochenmetastasen ist lediglich als Screeningmethode im Stadium
IV (Fernmetastasierung) geeignet und erfordert bei einen suspekten Befund die
Kontrolle mit sensitiveren Methoden wie dem MRT, der PET bzw. dem PET-CT [76, 77].
Die Sensitivitat der PET ist bei Lasionen < 1cm begrenzt und eignet sich nicht zum
Nachweis mikroskopischer Metastasen. Im Vergleich hierzu ist die Ultraschalldiagnostik
deutlich einfacher durchzufihren, weniger zeitaufwendig und darliber hinaus auch
deutlich preiswerter [78]. Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die
Ausbreitungsdiagnostik besonderen Indikationen angepasst werden muss, und

aufwendige respektive teure Verfahren fortgeschrittenen Stadien vorbehalten bleiben.

1.4 Studienziel

In der vorliegenden prospektiven Studie wird die kombinierte prospektive Anwendung
von Ultraschall, FNAC und Bestimmung der Tyrosinase RT-PCR im WLK und
begleitend im peripheren Blut im Rahmen der Nachsorge Uber einen Zeitraum von

insgesamt 6 Jahren hinsichtlich folgender Fragen beurteilt:

1. Ist die Bestimmung der Tyrosinase RT-PCR am Lymphknoten und im Blut als

frihzeitige Diagnostik hilfreich?

2. Werden die Patienten mit positivem Tyrosinase-RT-PCR Ergebnis im Blut ein
verkurztes ,overall-survival® (= Gesamtuberleben) bzw. ein kurzeres ,disease-

free-survival“ (= krankheitsfreies Intervall) haben?

3. Gibt es eine Korrelation zwischen den histologischen Daten der Metastasen-
Lokalisation im WLK (z.B. Tumorlast; NestgroRe) und der Uberlebensrate?
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4. Wie ist die Prognose von Patienten, die sonographisch unauffallig eingestuft
wurden, histologisch jedoch einen positiven Wachterlymphknoten aufwiesen?

5. Die Lymphknoten-Sonographie ist mittlerweile etabliert, fordert aber viel
Erfahrung seitens des Untersuchers. Wo liegt die untere Nachweisgrenze von
Mikrometastasen? Wie klein war die Grenze histologischer Tumornester, die
sonographisch  nachgewiesen werden konnten? Gibt es weitere
sonomorphologische Parameter, die die Spezifitat bzw. Sensitivitat der Methode

erhdhen kdnnen?
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

In dieser Studie wurden 127 konsekutive Patienten eingeschlossen, die fir eine WLK-
Exzision parallel oder nach Exzision eines Melanoms vorgesehen waren (Rekrutierung
des Kollektivs von Juli 2001 bis August 2003; klinische Nachbeobachtungphase bis
Ende 2007).

Die Untersuchung wurde gemdafR den ethischen Standards nach Kriterien der
Deklaration von Helsinki (1964) durchgefuhrt. Im Vorfeld wurde das schriftliche
Einverstandnis der zustandigen Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Humboldt Universitat zu Berlin eingeholt. Der Einschluss der Patienten in die Studie
erfolgte im Anschluss an die Entfernung eines malignen Melanoms. Die neue
Nomenklatur fur Melanompatienten AJCC-2002 Staging System [79] wurde fur alle
Studienpatienten angewendet. Die histologischen Tumordaten waren dem Untersucher
bei vielen Patienten noch nicht bekannt. Im Falle einer benignen Histologie des
,Primartumors® wurden die Patienten aus dem Studienkollektiv entfernt.

Von diesen n=8 Patienten mit anschlielender benigner Histologie des ,Primartumors*
wurde in der Sonographie kein Lymphknoten als maligne erachtet, wobei einige aber
reaktive (= ,dermopathische®) Lymphknoten aufwiesen, was auf die Operation (Exzision
des Primartumors) zurickgefuhrt werden kann, die oft eine Anregung im

nahegelegenen lymphatischen Geweben nach sich zieht.

Tabelle 3: Patientencharakteristika und Tumorparameter bei Patienten mit malignen Melanom der
Haut (n=127 Patienten)

Patienten n = 127

Geschlecht: weiblich 66 (52%)
mannlich 61 (48%)
Alter in Jahren: median (min-max) 60 (20-88)

Breslow Tumor-Dicke in mm:
median (min-max) 2,1 (0,4-18,0)
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<1mm 30 (24%)
>1to <2mm 31 (24%)
>2 to < 4mm 35 (28%)
>4mm 29  (23%)
Nicht beurteilbar 2 (1%)
Primartumor-Lokalisation: Kopf, Nacken 14 (11%)
Extremitaten 61 (48%)
Rumpf 51 (40%)
unbekannt 1 (1%)
Melanom-Typisierung: SSM 82 (65%)
NM 30 (24%)
LMM (2%)
ALM 5  (4%)
andere (6%)
Ulzeration: Nein 74  (58%)
Ja 53  (42%)
Regression: Nein 77 (61%)
Ja 50  (39%)
Clark Level: Il 1 (1%)
1] 49  (39%)
v 65 (51%)
\Y 10 (8%)
unbekannt 2 (1%)
AJCC Staging: IA 26 (20%)
IB 20  (16%)
A 18  (14%)
1B 21 (17%)
lIcC 6 (5%)
A 12 (9%)
B 11 (9%)
lc 13 (10%)




20

Denjenigen Patienten, die eine Tumordicke nach Breslow unter 1mm und weder
Ulzeration noch Regression (prognostisch schlechte, histologische Parameter)
aufwiesen, wurde nur auf ausdricklichen Wunsch der Wéchterlymphknoten entfernt.
Dieses waren 8/127 Patienten, bei denen sich kein metastatischer Befall zeigte und
keine Lymphknoten als sonographisch aufféllig erachtet wurden. Tabelle 3 stellt die
Patientencharakteristika und Tumorparameter aller n = 127 Patienten dar.

2.2 Diagnostischer Evaluierungsgang

Die Untersuchung der Patienten mit Melanom erfolgte in der Reihenfolge klinische
Untersuchung, Lymphabstromszintigraphie (LAS) und Ultraschall. Bei allen Patienten
wurde praoperativ eine FNAC des WLK vorgenommen. Das durch Aspiration
gewonnene Material wurde halftig zur Zytologie eingesandt; der fur eine RT-PCR
vorgesehene Anteil in flussigem Stickstoff bei -80 Grad Celsius schockgefroren. Das
kryokonservierte Aspirat wurde mit der Tyrosinase RT-PCR weiter klassifiziert (s.u.).

Der zu exzidierende Lymphknoten wurde nach vorheriger Applikation von **Technecium
intraoperativ anhand einer Gamma-Sonde idendifiziert, zusatzlich wurde Patentblau zur

intraoperativen Anfarbung der Lymphwege verwendet (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Exstirpierter, mit Patentblau angeférbter Wachterlymphknoten

Unmittelbar nach der Exzision wurde der Lymphknoten im Vorraum des
Operationssaals erneut sonographisch untersucht (im weiteren als ex vivo Ultraschall
bezeichnet). Das exzidierte Praparat wurde dann wie folgt aufgearbeitet: Der Hilus und
die zufuhrenden LympfgefaBe wurden biopsiert (,ex vivo FNAC®) und der PCR
zugefuhrt. Weiterhin wurde eine FNAC aus dem exstirpierten WLK vorgenommen. Das
verbleibende Praparat wurde zeitnah in die Abteilung fir Pathologie zur weiteren
histopathologischen und immunhistochemischen Untersuchung verbracht.

2.3 Methoden

2.3.1 Praoperativer Ultraschall (in vivo Ultraschall)

Préaoperativ wurden die Patienten mittels hochauflosenden Ultraschalls in der Region
des Tumors und dessen Abstrombahn, im regionalen Lymphbecken sowie kontralateral
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untersucht. Alle Ultraschalluntersuchungen erfolgten mit dem High-End Gerat
TECHNOS® (ESAOTE, Italien), welches mit drei variablen Schallkbpfen von
Frequenzen zwischen 3,5 und 14 MHz (B-Mode, 30 Bilder pro Sekunde, Farbdoppler,
Power Mode) ausgestattet ist; Details der Methode sind entsprechend publiziert [48, 55,
66].

Alle Lymphknoten wurden photodokumentiert, sonographische Besonderheiten erfasst
und in ihrer Haufigkeit charakterisiert. Der im Sonogramm als WLK identifizierte
Lymphknoten wurde in seiner Gro3e dreidimensional vermessen und anhand der
sonomorphologischen Kriterien in puncto Dignitat eingeschatzt. Als Wertungen dienten
,Jbenigne’, ,eher benigne’, ,eher maligne’ und ,maligne’. Im ersten Falle wurde
charakterisiert, dass eine Malignitat des Lymphknotens sonographisch weitestgehend
ausgeschlossen werden kann, im Falle einer Validierung als ,eher benigne’, dass der
Lymphknoten nur ein wenig suspekt erscheint, im Falle ,eher maligne’, dass der LK
bereits deutlich suspekt, aber eben noch nicht wie eine manifeste Metastase erscheint.
Im letzten Fall legt sich der Sonographeur anhand der Befunde fest, dass eine
Metastase im LK sonographisch nahezu sicher ist. Die Kriterien flr eine vermutete
Malignitat der LK sind in Tabelle 4 dargestellt. Ein Lymphknoten wurde als sicher
malignitatsverdachtig klassifiziert, wenn 3 Diagnose-Kriterien gegeben waren; bei

Vorliegen von 2 Kriterien (Tabelle 4) wurde er als ,eher maligne“ klassifiziert.

Tabelle 4: Kriterien fir sonographische Malignitatsdiagnostik. Ein Lymphknoten wurde als sicher
malignitatsverdachtig klassifiziert, wenn 3 Diagnose-Kriterien gegeben waren; bei Vorliegen von 2

Kriterien wurde er als ,,eher maligne“ klassifiziert.

e Asymmetrische Parenchymverbreiterung, auch als ,Buckelung® imponierend

e Erhohte GefalRdichte im Doppler-Ultraschall mit insgesamt ausgepragterer
Gefallverastelung — entweder peripher oder im ,Buckel” lokalisiert.

e Echoarme Inseln

e L/B-Quotient < 2 (Vassallo/Solbiati-Index)

e Ballonierung des Funktionsgewebes, insbesondere bei eigener
GefalRumrandung.

e Zentrale Perfusion
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Die Lymphknotenregionen wurden stets im Vergleich mit der gegenuberliegenden
Korperseite betrachtet, um Information dber die interindividuell stark variable
Schallbarkeit und Lymphknotenaktivitat des Patienten zu erhalten. Alle gewonnenen
Informationen wurden schriftlich dokumentiert und in einer Excel®-Datenbank

zusammengetragen.

2.3.2 Ultraschall des WLK im OP-Saal nach Exstirpation (ex vivo Ultraschall)

Der operativ frisch entfernte WLK wurde ex vivo erneut sonographiert. Hierflir wurde
dieser zwischen zwei Gelkissen platziert, um die GesamtgroRe des LK messen und
Vergleiche Uber Form, GroRe und Echogenitat mit den in-vivo-Sonogrammen
ermdglichen zu kénnen. Durch den Schallvorlauf im Gelkissen wird die Schallbarkeit
des LK wesentlich verbessert. Dieses ist auf das physikalische Phanomen beim
Ultraschallverfahren zurtickzufihren, dass erst ab einer Mindestdistanz von mehreren
Zentimetern zwischen Piezokristall und dem Schallobjekt eine hohere Trennscharfe

erreicht werden kann.

2.3.4 FNAC

Die Punktion des WLK erfolgte mit der ,Binder-Ventil-Punktionskanule“ unter
Verwendung eines alkoholischen Kontaktmediums zum Ultraschall. Es wurde stets
daflr Sorge getragen, kein Ultraschallgel zu verwenden, da Ultraschallgel im Punktat
nach Anfarbung mit HE (Hamatoxylin-Eosin) angefarbtes Melanin imitieren und somit
die histologischen Ergebnis verfalschen kann. Des weiteren kbnnen so Infektionen im
Rahmen der Punktion ausgeschlossen werden.

Die zur Feinnadelpunktion verwendeten Kanilen haben einen Durchmesser von 0,4mm
(26 G) bei einer Lange von 25mm. Fur Lymphknoten in groRerer Tiefe kbnnen, wie in
Abbildung 4 dargestellt, auch Nadeln genutzt werden, die sonst zur Lumbalpunktion
dienen (0,5 x 90mm, 25 G). Der zur Aspiration notwendige Unterdruck wurde durch eine

dem ,Binder“-Ventil nachgeschaltete 30ml Spritze erzeugt, die mittels Abstandshalter in
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der 10ml-Position fixiert wurde. Das so erzeugt Vakuum betragt etwa -300cm H,O [62,
80, 81]; Abbildung 3 und Abbildung 4.

Abbildung 3: Sonographisch gesteuerte Punktion mit Binder-Ventil (hier bei einem Patienten im

Rahmen der Nachsorge)

Abbildung 4: Binder-Ventil, Spritze, Nadeln
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Um eine reprasentative Menge aus verschiedenen Regionen des Lymphknotens und
ausreichend Material fur Zytologie und Tyrosinase RT-PCR zu erhalten, wurden
wiederholte Punktionen unter sonographischer Kontrolle durchgefiihrt. Vor der Farbung

der zytologischen Ausstriche wurden diese getrocknet, die Aspirate fir die RT-PCR

wurden kryoasserviert (Abbildung 5).

Abbildung 5: Objekttrager mit Ausstrich (in diesem Falle dunkel gefarbt; daraus kann bereits

makroskopisch auf die Melaninhaltigkeit des Ausstrichs geschlossen werden).

Als ,reprasentativer” Ausstrich wurde gewertet, wenn eine Zellzahl von mindestens 100
Zellen auf 2 Objekttragern vorlag. Bei der Durchfihrung der FNAC mit einer Nadel von
nur 0,45mm Durchmesser und so kleinen Zielen wie Areale innerhalb eines ohnehin
kleinen Wachterlymphknotens, kann eine solche Zellzahl oft nicht erreicht werden.
Daher wurden im Vergleich zur herkémmlichen Zytologie wesentlich 6fter sogenannte
Lunreprasentative® Ausstriche diagnostiziert. Bei diesen Patienten wurden deshalb

wiederholte FNAC-Punktionen ggf. zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt.

2.3.5 Histologie und Immunhistologie

Alle exstirpierten WLK wurden mit zufihrendem Lymphsystem in Serienschnitten und
HE-Farbung entsprechend des von der EORTC (European Organisation for Research
and Treatment of Cancer) vorgeschlagenen histologischen Protokolls untersucht;
immunhistochemisch wurden die Marker HMB-45 und Melan A verwendet. Ebenfalls

wurden die histologischen Praparate auf das Vorhandensein von etwaigen Navuszellen
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und Makrophagen untersucht. Anzahl und Typ der Makrophagen und Navuszellen
wurden ebenfalls bestimmt. Gefundene Tumor-Zellen wurden entweder als singular, frei
flottierend oder als Tumor-Zellnester klassifiziert, sowie der Tumorzellnest-Durchmesser
vermessen. Der Befall von einem WLK mit mehreren Tumor-Zellnestern wird als
multipler Befall, ein einzelner, gut abgrenzbarer Herd als singular gewertet. Neben der
sich hieraus ergebenden Tumorflache wurde durch Auswertung der histologischen
Schnittscheiben auch das Tumornest-Volumen annaherungsweise durch 2

verschiedene Methoden bestimmt (s.u.) und miteinander verglichen.

2.3.5.2 Bewertung der Befallsmuster

Die Tumorlast (engl.: tumor load; tumor burden) beschreibt die Anzahl der Tumorzellen,
die Grol3e eines Tumors bzw. die Menge an Krebszellen im gesamten Korper. Bei der
Auswertung der Tumorlast im WLK wird bei Vorhandensein von multiplen L&sionen
immer der gro3te Tumordurchmesser gewahlt. Darliber hinaus hat sich eine Einteilung
in 3 Gruppen wie folgt bewahrt:

1. Sub-Mikrometastasen (Cluster von mehr als 10 Zellen, aber < 0,1mm)

2. Tumorlast von 0,2mm — 1,0mm und

3. Tumorlast > 1,0mm [38].
Dies wird in der Literatur seit kurzem neu beschrieben (van Akkooi et al.) und mit dem
Uberleben korreliert. Dieses System scheint sehr gut mit der Prognose des Patienten zu
korrelieren.
Samtliche positive WLK wurden entsprechend dieser Vorgaben ausgemessen und
klassifiziert. Zusatzlich wurden die positiven Lymphknoten nach der alten und neuen
Starz-Klassifikation eingeteilt. Nach der Anzahl der in Serienschnitten befallener
Lymphknotenscheiben (n) und der grof3ten Eindringtiefe der Melanomzellen zum LK-
Zentrum hin, ausgehend vom inneren Rand der Lymphknotenkapsel (d), werden jeweils
3 Kategorien gebildet: Der alten Starz-Klassifikation folgend gibt es die Kategorien S1
(n <1 und d £1mm), S2 (n > 2 und d £1mm) sowie S3 (n > 2 und d > 1mm); nach der
neuen Starz-Klassifikation Sl (d £0,3mm), SlI (d > 0,3mm <1mm) und SllI (d > Tmm).
Ausgewahlte Autoren setzen die Tumorlast in Bezug zur WLK-Flache (Tumorlast > 1%
der WLK-Flache [82]. Analog wurde daher im Rahmen der Messung durch OA Dr.

Audring die Tumorlast durch eine Flachenberechnung bestimmt. Hierfiir wurde nicht nur
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der grof3te Tumordurchmesser bestimmt, sondern L&nge Xx Breite des grof3ten
Tumornestes gemessen. Sofern es sich um multifokale Herde handelt, wurden die
Flachen der tUbrigen Herde im Verhaltnis zum ausgemessen Tumornest angenahert und

mit der Anzahl der vorliegenden Schnittebenen multipliziert.

2.3.6 Tyrosinase RT-PCR

Die Tyrosinase wird als wichtigstes Schrittmacherenzym der Melaninsynthese sowohl
im Melanozyten als auch in Melanomzellen, jedoch in keiner anderen Tumorentitat
exprimiert. Dies macht Tyrosinase als potentiellen Tumormarker interessant. Der
Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut gelang erstmals 1991
durch Messung von mRNA-Moleklilen mittels des Verfahrens der Reverse-

Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) [67].

2.3.6.1 RNA-Extraktion aus dem Lymphknoten

Etwa 0,3 bis 1,0ul des Aspirates wurden unmittelbar nach der Gewinnung aus dem
punktierten Lymphknoten in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden flr
die weiteren molekularbiologischen Untersuchungen bei -80 °C gelagert. Die Gesamt-
RNA wurde mit Hilfe von RNeasy™ total RNA-Kit® (QIAGEN, Hilden, Deutschland) aus
dem Aspirat isoliert. Die Zelllyse wurde durch wiederholtes Ansaugen der Lésung durch
eine feine Kandle in einer 500ul Lysepuffer-Losung erreicht. Nach der Extraktion in
gepufferten Chloroform-Phenol und anschlieBender alkoholischer Fallung wurde die
RNA in 25ul DEPC-behandeltem Wasser gelost.

Die Konzentration und Reinheit der Gesamt-RNA wurde mittels UV-Photometrie bei
260nm und 280nm bestimmt. Die Integritat der RNA wurde durch eine PCR nach der
cDNA-Synthese Uberprft, bei der beta-2-Microglobulin als Housekeeping Gen eingesetzt
wurde.

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem Superscipt™ Preamplifikations System (GIBCO,
BRL, Inc., Grand Island N.Y., USA) entsprechend der Herstellerangaben.
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2.3.6.2 RNA-Extraktion aus peripherem Blut

Bei allen Patienten wurde ergdnzend zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung eine vendse
Blutprobe von 2 x 5ml in EDTA-R6hrchen zur Verlaufskontrolle wahrend des Follow-up

enthommen.

Die Gesamt-RNA aus 5ml EDTA-Blut wurde mittels des QIAamp® RNA Blood Kit
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt und anschlieRend mit DNAse behandelt.
Auf die Erythrozytenlyse folgte die Lyse der pelletierten Leukozyten und
Homogenisierung mittels QlAshredder Saulen (QIAGEN, Hilden, Deutschland). Die
RNA wurde anschlieBend an eine Silica-Gel Membran gebunden und mit RNAse-freiem

Wasser eluiert. Die RNA wurde bei — 80 °C gelagert.

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde mittels UV-Spektrophotometrie bei den
Wellenlangen 260nm und 280nm gemessen. Die RNA wurde auf ihre Intaktheit durch
PCR mit dem Housekeeping-Gen 3-2M Uberprift (B-2-Mikroglobulin). Fir die quantitative
real-time PCR (qRT-PCR) mit dem LightCycler-System (Roche, Mannheim, Deutschland)
wurden far das Housekeeping-Gen spezifische Primer benutzt
(Porphobilinogendesaminase). Um die Integritat der RNA zu Uberprifen, wurde parallel
zur Tyrosinase-PCR eine PCR mit spezifischen Primern fur das Housekeeping-Gen

Glycerinaldehyde 3-Phosphatase Dehydrogenase (GAPDH) durchgeftihrt.

2.3.6.3 Qualitatssicherung

In Anlehnung an die EORTC-Kriterien fur laborexperimentelle Qualitatssicherung wurde
daflr Sorge getragen, dass eine Kontamination ausgeschlossen werden konnte; dazu
wurden bereits etablierte Protokolle verwendet [83]. Im Falle von diskordanten
Ergebnissen bei Doppel-Proben wurde die RNA-Gewinnung parallel wiederholt, bis
konkordante Ergebnisse zu verzeichnen waren. Alle positiven Nachweise von PCR-

Produkten wurden mittels Sequenzierung verifiziert.
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2.3.7 Statistik

Die verschiedenen diagnostischen Methoden, Sonographie, Feinnadel-Aspirations-
Cytologie (FNAC) und polymerase chain reaktion (PCR) wurden auf ihre Sensitivitat
und Spezifitat statistisch untersucht und mit 95% Konfidenzintervallen berechnet. Die
odds ratios wurden zur Berechnung der Signifikanzen von kombinierter FNAC und PCR
fur pra- und post-sentinel lymph node dissection (SLND) bestimmt. Zur Abschatzung
der Korrelation von Lymphknoten-Volumina und moglicher Tumor-Positivitat wurde die
logistische Regression angewandt. Die statistischen Analysen wurden mit dem
Programm Statistical Analysis System Version 8.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA)
durchgefuhrt. Ein Resultat wurde bei p<0,05 als signifikant gewertet.

2.3.8 Follow-Up

Die Patienten wurden vom dermatologischen Tumorzentrum im Hause in ein
Nachsorgeprogramm eingebunden. Dieses sieht eine klinische Nachsorge bei einer
Melanomdicke von 1mm oder weniger von 6-monatigen Abstanden fir die ersten 5
Jahre nach Tumor-Resektion vor. Patienten mit einer Tumor-Dicke > 1mm oder
histopathologischen Anzeichen von Regression und Ulzeration werden Uber 5 Jahre 3-
monatlich im Wechsel mit der niedergelassenen Praxis gesehen; danach die
Untersuchungszeitraume auf 6 bzw. 12 Monate ausgedehnt. Patienten mit malignen
Melanom im Stadium Il wurden alle 3 Monate gesehen (Tabelle 2). Alle Patienten
wurden dartber hinaus geschult, das Auftreten eines moglichen Zweitmelanoms oder
einer moglichen Tumorwiederkehr zur erkennen und sich auch vor dem regularen
Nachsorgetermin bereits wieder vorzustellen.

2 Patienten von 127 nahmen das Angebot einer regelmafligen Nachsorge nicht wahr
(1,2%).
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten- und Tumorcharakteristika

Bei 127 Patienten wurden 141 Wachterlymphknoten (WLK) exstirpiert. Behandelt
wurden 66 Frauen und 61 Mannen; das mediane Alter betrug 60 Jahre (Spannbreite 20
bis 88 Jahre). Die Exzisionen des malignen Melanoms wurden in 48% (61 von 127) an
den Extremitdten vorgenommen, gefolgt von 40% (51 von 127) am Stamm. Weitere
11% der Patienten zeigten einen Befall mit malignem Melanom im Hals-Kopfbereich.
Histologisch am haufigsten wurden superfiziell spreitende Melanome (SSM) gefunden
(82/127), gefolgt vom nodularen Melanom (NM) in 30 von 127 Fallen. Ein Lentigo
maligna Melanom (LMM) wurde 2 mal nachgewiesen, ein akrolentigindses Melanom
(ALM) 5 mal. Weitere 8 Melanome lie3en sich den vorgeschriebenen Kategorien nicht

zuordnen (z.B. amelanotisches Melanom, navoides Melanom).

Eine Ulzeration des Tumors wurde in 42% der Patienten beschrieben. Die Majoritat der
Patienten in unserem Patientengut (58% entsprechend 74 von 127) zeigte keine

Ulzerationen des Tumors.

Histologisch wurden alle Tumoren zusatzlich auf eine Regression des Tumors hin
untersucht; eine Regression war in 39% der Tumoren zu verzeichnen (50/127).
Insgesamt waren 61% (77/127) ohne histologische Zeichen einer Regression des

Tumors oder von Tumor-Anteilen.

Die Breslow-Tumordicke und der Clark-Level konnten in 125/127 Fallen bestimmt
werden 2 Patienten wiesen einen Primartumor auf, bei dem Breslow und Clark-Level
nicht bestimmt werden konnten.

Die Breslow-Tumordicke betrug bei 30 Patienten (24%) <1mm, bei 31 Patienten (24%)
> 1 bis < 2mm, bei 35 Patienten (28%) > 2 bis < 4mm und bei 29 Patienten (23%) >
4mm. Der Median lag bei 2,1mm (0,4 bis 18,0). Die Einteilung erfolgte nach der T-
Klassifikation der Melanoms nach AJCC 2002 . Insgesamt betrug die Breslow-
Tumordicke bei mehr als % der Patienten > 1mm, d.h. ca. 75% konnten der

Tumorklassifikation T2 bis T4 zugeordnet werden (derzeit aktuelle Indikation fur die
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WLK-Exstirpation). Wie bereits oben ausgefuhrt, erfolgte bei 8 Patienten mit einer
Breslow-Tumordicke < 1mm auf ausdricklichen Wunsch der Patienten hin die
Entfernung der WLK.

Der Clark-Level betrug Il bei 1 Patient (1%), Il bei 49 Patienten (39%), IV bei 65
Patienten (51%) und V bei 10 Patienten (8%). Damit zeigten ca. 90% der untersuchten
Patienten einen Clark-Level Il oder IV.

Nach den Kriterien des AJCC konnten 26 Patienten (20%) dem Stadium IA, 20
Patienten (16%) dem Stadium IB, 18 Patienten (14%) dem Stadium IIA, 21 Patienten
(17%) dem Stadium 1IB und 6 Patienten (5%) dem Stadium IIC zugeordnet werden. Bei
72% der Patienten sind hierbei jede Tumordicke (T1 bis T4) ohne Nachweis von
Lymphknotenbefall bzw. Metastasierung subsummiert. 12 Patienten (9%) wurden dem
Stadium IlIA, 11 Patienten (9%) dem Stadium I[IIB und 13 Patienten (10%) dem Stadium
IC zugeordnet. Zusammengefasst zeigten sich bei 28% der Patienten ein
Lymphknotenbefall. Eine Fernmetastasierung (Stadium IV) wurde bei den untersuchten
Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nicht festgestellt. Die Charakteristika und
Tumorparameter unserer Patienten-Gruppe sind in Tabelle 3 auf der Seite 18

dargestellt.

3.2 Ultraschall

3.2.1 Praoperativer Ultraschall

Die ersten 20 Patienten dieser Studie wurden unter Verwendung des
Sonokontrastmittel Sono Vue® untersucht. Da sich keine Verbesserung der Darstellung
zeigte, wurde in der Folge auf die Applikation von SonoVue® verzichtet.

In 120/141 der Wachterlymphknoten zeigte sich eine Ubereinstimmung der
Untersuchungen (,matching®), d.h. der praoperativ zum WLK erklarte und praoperativ
sonographisch ausgemessene Lymphknoten entsprach in Grél3e und Morphologie dem
exzidierten und postoperativ sonographisch ausgemessenen Lymphknoten. Von den
21/141 Lymphknoten waren 14 tatsachlich nicht Gbereinstimmend. In weiteren 3 Fallen
wurden sonographisch keine Lymphknoten gesehen (,sonographisch® kein Korrelat). In

weiteren 2 Lymphknoten der ,Nicht Gbereinstimmend“-Gruppe wurde sonographisch
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kein Malignitatsverdacht geaul3ert; die Histologie ergab jedoch einen positiven Tumor-
Befund als kleinere subcapsulare Metastasierungen ausschlief3lich im WLK. Bei beiden
Patienten waren keine weiteren Lymphknoten betroffen, sie sind jedoch im klinischen
Verlauf an hamatogener Metastasierung verstorben, ohne jemals einen weiteren
Lymphknotenbefall gezeigt zu haben. In 2 weiteren Fallen lieRen sich weder im
Ultraschall noch chirurgisch/histologisch - also Ubereinstimmend - Wachter-
Lymphknoten nachweisen. Die Sensitivitdt von Ultraschall allein betragt somit im
Kollektiv 78,8% (ClI 95%: 61-91); die Spezifitat betragt 71,6% (ClI 95%: 61-81).
Sensitivitat und Spezifitat in Kombination mit FNAC werden im Kapitel 3.3 FNAC weiter
ausgefuhrt.

34/120 der in vivo und ex vivo Ubereinstimmenden Lymphknoten wurden von den
Pathologen als Tumor-befallen oder ,malignitats-suspekt® (Nachweis einzelner Tumor-
Zellen mittels Immunhistochemie; IHC) klassifiziert. In 12/120 Wé&chterlymphknoten
wurden histopathologisch Navus-Zellen nachgewiesen, von denen lediglich 2 in der
weiteren Immunhistochemie zuséatzlich Malignitatskriterien (= Nachweis von
Melanomzellen) erfillten.

Bei den 34 histologisch positiven Wachterlymphknoten wurden 7 per Ultraschall als
Tumor-negativ klassifiziert (falsch-negativ). Von diesen 7, im Ultraschall zunéchst als
negativ klassifizierten Lymphknoten, konnte 1 Lymphknoten mittels FNAC als positiv

erkannt werden.

Die Sensitivitat von verschiedenen sonomorphologischen Lymphknoten-Befallsmustern
betragt fur das Fehlen von zentralen Echos 82% (p< 0,001), fur das Kriterium Nachweis
einer ,Buckelung® 55% (p<0,001), Nachweis echoarmer Inseln 59% (p<0,001),
Nachweis einer Ballonierung 96% (p<0,001) sowie der Nachweis einer peripheren
Mehrdurchblutung 52% (p<0,001). Weder kappenartige Strukturen noch eine vermehrte
zentrale Perfusion konnten Wachterlymphknoten-Metastasen nachweisen (p> 0,05).
Auch der Vassallo/Solbiati Index zeigte keine Signifikanz fir den Nachweis von WLK-
Metastasen. Diese Angaben wurden durch Follow-Up-Daten von derzeit insgesamt 650
Patienten seit 2001 bestétigt [84].
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3.2.2 Ex vivo (in vitro) Ultraschall

An allen exzidierten Lymphknoten wurde postoperativ, d.h. nach Exzision der
Wachterlymphknoten der Ultraschall nach oben beschriebener Methode durchgefuhrt.
Die Ergebnisse sind konkordant mit denen von Schéfer [85], der eine weitgehende
Ubereinstimmung der Ergebnisse zwischen den in vivo und in vitro
Ultraschallmessungen gefunden hat. Die geringe Ungenauigkeit in der
Volumenbestimmung (Median von 3mms3) wird auf das umgebende Fettgewebe in vivo
zurUckgefuhrt, das zu Teilen mitgemessen wurde und dann in einigen Féllen zu
groReren Messwerten gefuhrt hat. Diese Ungenauigkeit schlagt aber eher bei groReren

Lymphknoten zu Buche.

3.3 FNAC

In der Kombination von Ultraschall und FNAC konnten 28/34 histologisch als maligne
oder malignitatsverdachtig klassifierten Exzidate klassifiziert werden. Hieraus ergibt sich
eine diagnotische Sicherheit von 82% (Cl 95%: 65 bis 93%). Die Kombination von
Ultraschall und FNAC ermdglicht die korrekte Identifizierung von 62/86 histologisch als
benigne klassifizierten WLKs. Dieses ergibt eine Spezifitat von 72% (Cl 95%: 61 bis
81%). Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Sensitivitat und Spezifitat von Ultraschall (US), Feinnadelaspirationscytologie (FNAC)
und der ultraschall gestiitzten Feinnadelaspirationscytologie (US und FNAC kombiniert). (PVW =

positiver Vorhersagewert, NVW = negativer Vorhersagewert).

Sensitivitat | Speazifitat PVW NVW
us 79% 72% 53% 90%
FNAC 59% 100% 100% 85%

US und FNAC kombiniert 82% 72% 54% 91%
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Wahrend der gesamten Studienzeit wurden bei der Ultraschall gesteuerten
Feinnadelpunktion keine Komplikationen festgestellt. Es gab keinen Anhalt fir eine

durch die Feinnadelpunktion hervorgerufene Stichkanalmetastasierung.

3.4 RT-PCR

3.4.1 Tyrosinase RT-PCR der Feinnadel-Aspirate (FNA-PCR)

Mittels RT-PCR wurden die FNAC-Aspirate zu unterschiedlichen Follow-up-Zeiten (vor
und nach der Wachterlymphknoten-Dissektion) und aus verschiedenen Lokalisationen
(afferentes Lymphgefald und Lymphknoten-Hilus) analysiert. Hierdurch konnten jedoch
keine neuen Metastasen entdeckt werden, die nicht bereits durch Ultraschall und FNA-
Zytologie bekannt gewesen waren. Die Sensitivitat und Spezifitdt der Tyrosinase RT-

PCR in diesem Setting wird in der Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Sensitivitat und Spezifitat der RT-PCR von Aspirationsmaterial aus dem
Wachterlymphknoten.

Sensitivity | Specificity
Pra-WLKD RT-PCR 50% 99%
Post-WLKD RT-PCR 76% 92%
Post-WLKD-RT-PCR (afferentes 50% 92%
Lymphgefafd)
Post-WLKD-RT-PCR (Lymphknoten- 85% 72%
Hilus)
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3.4.2 Tyrosinase RT-PCR aus dem peripheren Blut

Es konnten dber einen Zeitraum von durchschnittlich 40 Monaten 573 Blutproben
gewonnen werden (Spannbreite der Blutentnahmen pro Patient im Follow-up O bis 60
Monate). Zur Quantifizierung der Tyrosinase wurde darin der Spiegel mittels
gRealTime-PCR bestimmt, wobei als Housekeeping-Gen die Porphobilinogen-

Deaminase verwendet wurde [86]; s.a. Abbildung 6 und Abbildung 7).

File: CilightCycler3\serswser5iDatal041103-2.ABT  Program: Program 2, Amplification  Run By: user§
Run Date: Nowv 04, 2003 13:52  Print Date: 17 March, 2006
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Abbildung 6: Abhangigkeit der Substratmenge an Tyrosinase im peripheren Blut

(Fluoreszenzintensitét) von der Zahl der Zellzyklen in der qRT-PCR.
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File: C:iLightCycler3Wserswser5\0ata'041103-2. ABT Program: Program 2, Amplification Run By: user§
Run Date: Nowv 04, 2003 13:52 Print Date: 17 March, 2006

Cycle Number

| | | | | | | | | | | 0 I | 1
-3.0 2.8 26 24 22 -2.0 -1.8 -1.6 14 -1.2 -1.0 -08 -06 -0.4 -02 0o

Log Concentration

Baseline Adjustment: Arithmetic  Noise Band Cursor: N/A Analysis Method: Second
Derivative Maximum

Slope: -3.666 Intercept: 15.19 Error: 0.0536

Color Compensation: Off r-1.00

Abbildung 7: Exponentielle Zunahme der DNA-Kopien mit steigender Zahl der qRT-PCR-Zyklen;

hier log invers zur Festlegung der standard crossing points dargestellt.

Bei 18 der 127 Patienten war der Tyrosinase RT-PCR-Befund mindestens einmal bzw.
wiederholt positiv. Abbildung 8 zeigt die Kaplan-Meier Auswertung der krankheitsfreien
Uberlebenszeit (disease free survival = DFS) von Patienten mit einem positiven
Nachweis der Tyrosinase RT-PCR aus dem Blut, ferner das DFS von stets negativ
getesteten Patienten. Analog wird in Abbildung 9 die Gesamt-Uberlebenszeit (overall
survival = OS) angegeben.

Mit dem Cox-Modell (proportionales Hazard Modell) konnte mit den RT-PCR-Ergebnis
als zeitabhangige Variable ein Hazard-Ratio fur DFS von 11,7 (95% CI 4,6 — 29,7,
p<0,001) sowie ein Hazard-Ratio fur OS von 25,4 (95% CI 10,9-59,3; p<0,001) gezeigt

werden.
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Abbildung 8: Krankheitsfreies Uberleben vom Zeitpunkt der ersten Blutprobe getrennt fiir RT-PCR

(reverse transcriptase — polymerase chain reaction), die immer negativ war und der RT-PCR, die

mindestens einmal positiv ausfiel.
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Abbildung 9: Gesamtiiberleben vom Zeitpunkt der ersten Blutprobe getrennt fir RT-PCR (reverse

transcriptase — polymerase chain reaction), die immer negativ war und der RT-PCR, die

mindestens einmal positiv ausfiel.
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3.5 Histologie
In der Histologie der gewonnenen WLKSs liel3en sich verschiedene Ausmafie an Tumor-
Befall sowie unterschiedliche Befallsmuster darstellen. Das Ausmafl der Tumor-

Invasion in den LKs reichte von einer vollstandigen Durchsetzung des LKs (Abbildung
10 und Abbildung 11),

""!mimzﬂ'

A "'*'*'mtmtm;}

Abbildung 10: HE-Farbung Abbildung 11: Melan A-Farbung

Uber eine partielle Umwandlung des LKs (Abbildung 12 und 13)

Abbildung 12: HMB 45-Farbung

Abbildung 13: HMB 45-Farbung

bis hin zu vereinzelten Tumor-Zellen, die nur immunhistochemisch klassifiziert werden
konnten (Abbildung 14 und Abbildung 15).
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Abbildung 15: Melan A. Wurde sonographisch

klar als maligne erkannt; die FNAC war jedoch

negativ, ebenso die Tyrosinase-PCR.

Abbildung 14: Melan A

In der Abbildung 16 ist die Anzahl der WLK-positiven Patienten gegen die
Tumornestgrof3e in mm? aufgetragen. Ausgewertet wurden die messbaren Flachen aus
den Langs- und Querdurchmessern multipliziert mit der Anzahl der Schnittebenen. Im
Ergebnis zeigt sich, dass die kleinen Tumornestflachen im Kollektiv deutlich
Uberwiegen. Die Grol3e der Flache hat eine Spannbreite von 0,01 bis 640mmz. Im Mittel
betragt die Flache 81mm?2 mit einer Standardabweichung von + 174mm?2. Der Median

liegt bei 5,1 mmz.

O & & O O & O O
S R M S

Audring [mm?2]

Abbildung 16: Verteilung der Tumornestflache der positiven WLK in mm?2
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Es fanden sich solitdre, aber auch multiple Zellnester. Dariiber hinaus ist auch ein
diffuser Befall moglich. Hier lassen sich keine abgrenzbaren Zellnester finden, wohl
aber einzelne Zellen bzw. Zellcluster. Alle Histologien wurden von zwei Untersuchern
ausgewertet (Audring und van Akkooi), Lokalisation und Ausmal® des Tumor-Befalls
kategorisiert. Diese Befunde sind in Tabelle 7 und 8 dargestellt. 34 der 120
Wachterlymphknoten wurden als histologisch maligne eingestuft. In einem Fall (ID#15)
war der Wachterlymphknoten selbst nicht befallen, einzelne Tumorzellen wurden jedoch
im afferenten Lymphgefald nachgewiesen und dieser somit ebenfalls als maligne
beurteilt. Bei 6 der 34 histologisch malignen Wachterlymphknoten konnten keine
histologischen Tumornest-Ausmessungen vorgenommen werden, da hier nur einzelne
Zellen vorlagen bzw. eine direkte Lymphknoten-Dissektion durchgefiihrt wurde. Solitare
Nester (subcapsuléar, parenchymatts oder kombiniert subcapsular-parenchymatos)
fanden sich bei 11 der 28 Lymphknoten, in 17 der 28 Lymphknoten wurden multiple

Tumorzell-Nester nachgewiesen.

Die GrofRe der Tumornestflache ist in unseren Daten ein prognostisches Kriterium. Des
weiteren wurde das Befallsmuster des Lymphknoten (singular/multipel/diffus)
gegeneinander ausgewertet; hier zeigte sich kein signifikanter Uberlebensvorteil bei

Patienten mit einem singularen versus diffusem Befallsmuster.

Tabelle 7: Zusammenfassung der Patienten mit histologisch positivem Wachterlymphknoten

In vivo Validierung

i o In vivo PCR durch den
Histomuster des o Lokalisation N
Pat.- Lokalisation . . Tumornest- |(.../1 positives Sonographeur FNAC- Post WLK- Follow-up
betroffenen WLK B intralymphatisch . . . . . o
Nr.: _ . (subcapsular ) groBe (mm) [oder negatives (sicher maligne= ++, |Ergebnis Positivitat (Nachsorge)
(solitér, multipel) (=parenchymatds)

Test-Ergebnis) suspekt= +, sicher
benigne= --)

#11 Solitar - + 0,89x1,15 - ++ Zu wenige Zellen 0/13 DOD

Zellen nur im afferenten
#15 lymphatischen Gef4® des |- - LK selbst negativ. |- - - 0/16 alive, NED
Negativn SLN

#29 Solitar - + 0,25x1 - -+ - 0/15 alive, NED

#33 Solitar + ) 0,1x0,22 - - - verweigerte TLND DOD

#43 Multipel + - 0,05x0,06 + -+ + 012 DOD

#45 Multipel + - 0.1x0,3 + ++ + 113 alive, NED

#48 Multipel + “) 0,25x0,3 - - - 011 DOD

#55 Solitar () - 0,002 - - - 0/10 alive, NED

#56 Solitar + + 0,02x0,025 - - - verweigerte TLND DOD

#58 Multipel + () 0,1x0,1 + ++ + 5/20 DOD

Konnte nicht mehr
#60 Multipel + + 1,1x1,64 - - 4/16 DOD
rechtzeitig erfolgen

#69 Multipel + + 0,83x1,5 - ++ + 0/13 DOD

#72 Multipel + + 0,7x1,05 - -+ - 0/14 alive, NED
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#75 Solitar + 5x10 + ++ + 21/21 DOD

#83 Solitar + + 0,5x0,6 + ++ + 111 alive, NED

#86 Multipel + 0,9x0,95 - - 0/21 DOD

#89 Multipel *) + 0,72x1,1 - + + 218 DOD
Multipel (<0.1mm groRter

#90 0,25x1 - ++ o7 alive, NED
Durchmesser)

#94. Solitary + 5x16 + ++ - 821 DOD
Multipel (<0.1mm, gréRter

#102 0,05x0,1 - + - o014 alive, NED
Durchmesser)

#107 Multipel + 4x5 + + + 0/4 DOD

#110 Solitar + 5x12 + ++ + ns DOD

#111 Multipel + 1,5x3 - + verweigerte TLND DOD

#113 Multipel + 6x6 + ++ + 0/6 alive with tumor, AWD

#115 Multipel + + ax8 - ++ + 214 alive, NED

verweigerte TLND, nur

direkt TLND geplant, da SLND: aber nur

#116 na. n.a. n.a. + ++ + alive, NED
FNAC positiv Ausmessung des groRten

Nestdurchmessers (1,3mm)

#117 Multipel + 1,4%0,55 - + - 18 DOD

#119 Multipel + 0,8x1,2 + ++ + o011 alive, NED
direkt TLND da FNAC

#124 B na. n.a. n.a. + ++ + 0/4 DOD
positiv
direkt TLND da FNAC

#126 B na. n.a. n.a. + ++ + 7114 DOD
positiv
direkt TLND da FNAC

#130 na. n.a. n.a. + ++ + 0/5 alive, NED
positiv

#131 Solitar + 0,31x0,11 + + 0/10 alive, NED

#132 Solitar + 6x11 + ++ + 0/2 DOD
direkt TLND da FNAC

#134 na. n.a. n.a. + ++ + 0/9 DOD
positiv

SLND = Sentinel Lymph
Node dissection
(WLK-Exstirpation)

(+) wenige Zellen

TLND = Therapeutic
lymph node dissection

((+)) sehr wenige Zellen
(Therapeutische

Lymphknotenausraumung)

n.a. = nicht auswertbar

n.d. = nicht durchgefihrt

++ = maligne

+= suspekt

— = benigne

NED = no evidence of disease
(Kein Nachweis der
Erkankung)

AWD = alive with disease
(Lebt mit der Erkrankung)

DOD-= died of disease
(Verstorben an der
Erkrankung)

Tabelle 8: Gegenuberstellung der histologischen Auswertungen nach Audring und van Akkooi

Audring Audring van Akkooi
Lfd. Nr. Nestflache insges. (mm?) GroRtes Nest (mm) Tumorlast (mm)
11 2,047 0,89x1,15 0,6
LK selbst negativ floating cells
15 (Tm-Zellen nur im Vas = negativ
- afferens)
29 0,25 0,25x1 0,7
33 0,022 0,1x0,22 0,2
43 0,03 0,05x0,06 <0,1
45 1,33 0,1x0,3 1,2
48 15 0,25x0,3 0,4
floating cells
55 0,002 0,002 = negativ
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56 floating cells
0,0015 0,02x0,025 = negativ
58 0,42 0,1x0,1 3,5
60 541 1,1x1,64 1,8
69 10,11 0,83x1,5 0,7
72 4,85 0,7x1,05 1,3
75 50 5x10 6,5
83 0,6 0,5x0,6 1,4
86 5,17 0,9x0,95 0,7
89 8,04 0,72x1,1 1,2
90 5 0,25x1 <0,1
94 640 5x16 4
102 0,05 0,05x0,1 <0,1
107 453,6 4x5 2,5
110 60 5x12 2,8
111 13,5 1,5x3 1,2
113 310,5 6x6 2,5
115 97,8 4x8 4,5
116 - n.a. 1,3
117 3,85 1,4x0,55 0,6
119 30,24 0,8x1,2 14
124 - n.a. n.a.
126 - n.a. 0,6
130 - n.a. n.a.
131 0.034 0,31x0,11 0,3
132 528 6x11 8
134 - n.a. 5

3.6 Follow-Up und Uberleben

Im untersuchten Patientenkollektiv betrug der Altersdurchschnitt 56 Jahre; diese
Patienten befinden sich mitten im arbeitsfahigen Alter und werden in der Regel noch
Uber 10 Jahre bis zur Berentung im Arbeitsleben verbleiben. Uber 30% der
untersuchten Patienten befinden sich in einer Altersgruppe von 45 Jahren und junger,
so dass auch sozio-6konomische Aspekte eine erhebliche Rolle spielen.

Die Abbildung 17 stellt die Altersverteilung der WLK-positiven Patienten dar. Im Mittel
sind die Patienten im Kollektiv 56 (+ 15,3) Jahre alt. Der Median liegt bei 58,0 Jahren.
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Abbildung 17: Altersverteilung der WLK-positiven Patienten

Die von uns diagnostizierten und therapierten Patienten wurden einer regelméafigen
Nachsorge unterworfen; in der Auswertung der Uberlebenszeiten zeigte sich, dass die
meisten Todesfalle noch vor Ablauf des 4. Jahres nach Erstdiagnose eingetreten sind
(wobei nach 76 Monaten Follow-Up bisher kein weiterer Patient verstorben ist). Die
Gesamtuberlebensrate der Patienten mit positiven WLK betragt 44%. Dies entspricht
ebenfalls der 5-Jahresiberlebensrate. In der Abbildung 18 wird die durchschnittliche

Uberlebenszeit der WLK-positiven Patienten in Monaten dargestellt.
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Abbildung 18: Uberlebenszeit der WLK-positiven MM-Patienten
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In einer detaillierten Analyse der Uberlebenszeit der Patienten mit positivem WLK zeigte
sich, dass die Spannbreite der Uberlebenszeit von 4 bis 76 Monaten reicht; im Mittel
Uberleben diese Patienten 39 (x 21) Monate (+ Standardabweichung). Die Spannbreite
umfasst einen Bereich von 4 bis 73 Monaten, der sich in seinen Grenzen um den Faktor
18 unterscheidet (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Uberlebenszeit der Patienten mit positivem WLK in Monaten

Auf der Suche mortalitdtsbeeinflussender Faktoren wurden die post-WLK und ihr
Tumor-Befall analysiert. Es wurde bei 30 Patienten eine TLND durchgefihrt, 4
Patienten verweigerten die TLND. Bei den 30 TLND wurden zwischen 2 bis 21
Lymphknoten entfernt. Bei 19 Patienten fand sich kein weiterer Lymphknotenbefall, bei
den Gbrigen 11 Patienten betrug die Anzahl positiver Lymphknoten zwischen 1 und 21.
Das Ergebnis ist in Tabelle 7 dargestellt. Ferner wurde der Lymphknoten-Quotient (LNR
= lymph node ratio) des Resektats der post Wachter-Lymphknoten aus allen

vorliegenden Praparaten berechnet (Tabelle 9).

Bei gastrointestinalen Tumoren hat sich aufgrund der sehr variablen ,Lymphknoten-
Ernte” die Betrachtung des Lymphknoten-Quotienten (engl.: lymph node ratio - LNR) als
natzlich erwiesen; gerade beim colorektalen- und Rektum-Karzinom gibt es hier
beeindruckende Ergebnisse, wie die LNR mit der Uberlebenszeit korreliert [87]. Deshalb

wurde der Lymphknoten-Quotient aus den post-WLK gebildet, indem die Anzahl der



45

positiven Lymphknoten durch die Gesamtanzahl der entnommenen Lymphknoten
dividiert wird.

Im vorliegenden Kollektiv findet sich eine durchschnittliche tumorbedingte Mortalitat von
47% (16/34). Es zeigt sich, dass Patienten ohne Tumorbefall der post-WLK eine
Mortalitat von 37% aufweisen; die Patienten mit einem post-WLK-Tumorbefall weisen
eine Mortalitat von 64% auf.

Tabelle 9: LK-Quotienten der post-WLK und Mortalitat. Weitere 4 Patienten verweigerten die TLND,

davon verstarben n=3 an einem Tumorprogress.

LNR alive, NED AWD DOD Total Mortalitat [%0]

0,00 9 1 9 19 47

0,08 1 0 1 2 50

0,09 1 0 0 1 0

0,13 0 0 1 1 100

0,25 0 0 3 3 100

0,38 0 0 1 1 100

0,50 2 0 0 2 0

1,00 0 0 1 1 100
verweigerten TLND 1 0 3 4 75

LNR = Lymph node ratio (Anzahl der positiven Lymphknoten im Verhaltnis zur Gesamtzahl aller
entfernten Lymphknoten)

NED = no evidence of disease (kein Nachweis der Erkrankung)

AWD = alive with disease (lebt mit der Erkrankung)

DOD = died of disease (verstorben an der Erkrankung)

In der Abbildung 20 ist die Anzahl (in%) der WLK-positiven Patienten ohne post-WLK
und der WLK-positiven Patienten mit 1 oder mehr post-WLK bezogen auf die
Uberlebenszeit in Monaten gegeniibergestellt. Die 5-Jahresiiberlebensrate liegt bei den
negativen post-WLK-Patienten bei 46% und bei den positiven post-WLK-Patienten bei
36%, entsprechend einer Gesamtmortalitdt unseres Kollektivs von 43,6%. Im Ergebnis
zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit, wenngleich als Tendenz
festgehalten werden kann, dass Patienten mit LNR = 0 eine gréRere Uberlebensrate

zeigen.
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Abbildung 20: Uberlebenszeit der Patienten fir LNR bei WLK-positiven MM-Patienten.
LNR=Lymph node ratio; Quotient befallener zu gesamten LK.

Des Weiteren wurde die Anzahl der positiven post-WLK in Bezug auf das Uberleben
mittels Kaplan-Meier-Methodik analysiert. In der Abbildung 21 wird die Anzahl (in%) der
WLK-positiven Patienten mit 0-2 post-WLK und der WLK-positiven Patienten mit > 2
post-WLK bezogen auf die Uberlebenszeit in Monaten gegeniibergestellt. Die 5-
Jahreslberlebensrate liegt bei den 0-2 post-WLK-Patienten bei 55% und bei den > 2
post-WLK-Patienten bei 20%. Im Ergebnis zeigt sich auch hier kein signifikanter
Unterschied in der Uberlebenszeit, allerdings ein Trend zu Gunsten der Patienten mit O-
2 positiven post-WLK im Vergleich zu den Patienten mit > 2 post-WLK (p=0,26; Logrank
Test). Dieses wird in der Literatur bestatigt [48, 88]
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Abbildung 21: Uberlebenszeit der Patienten fiir LNR bei WLK-positiven MM-Patienten mit 0-2

positiven post-WLK im Vergleich zu Patienten mit > 2 positiven post-WLK.

In unserem Kollektiv lasst sich kein signifikanter Unterschied darstellen, wenngleich ein
geringer Trend zu Gunsten einer verbesserten Uberlebenswahrscheinlichkeit bei post-

WLK-negativen Patienten mit malignem Melanom zu finden ist.

Bei allen als sonographisch ,negativ‘ beschriebenen Wachterlymphknoten (n=86)
waren sowohl die HE-Farbung, die immunhistologische Farbung wie auch die
ultraschallgesteuerte Feinnadelaspirationscytologie (US-FNAC) negativ. Dariber hinaus
waren auch alle Blutuntersuchungen in Bezug auf Tyrosinase RT-PCR bis auf eine
Ausnahme negativ. Die sonographisch bzw. mittels Feinnadelaspirationscytologie als
positiv gewerteten Wachterlymphknoten (n=34) waren in der HE-Farbung in 31 Fallen
positiv; alle 34 Lymphknoten waren jedoch in der immunohistologischen Farbung
positiv. Bei den 0.g. Ausnahmen wurden vereinzelte Melanom-Zellen nachgewiesen,
die nach van Akkooi als ,floating cells“ charakterisiert® werden, d.h. in der Rotterdamer
Auswertung als negativ gelten. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 10 und 11 bzw. 12

(Anhang) zusammengefasst.
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Tabelle 10: Tabellarische Gegeniberstellung der histologischen Ergebnisauswertungen von n =

120 Lymphknoten.

n=120 Histologie
HE-Farbung Immunhistologische | US-FNAC RT-PCR aus
Farbung dem WLK
negativ n=86 |86 (100%) 86 (100%) 86 (100%) 85 (99%)
positivn=34 |31 (91%) 34 (100%) 19 (56%) 17 (50%)
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3.7 Fallbeispiele und Bilder zur Darstellung der sonographischen Morphologie

Fall-Nr. 15:

Bei dem Patient (m) wurde ein nodulares Melanom (NM, Cl 4, TD 6,0mm; pT 4a, AJCC
post WLK-Dissektion 1IB — da der WLK selbst ja negativ ist) an der Grol3zehe
diagnostiziert. Weder in der Ultraschalluntersuchung, noch in der FNAC gab es einen
Anhalt fur Metastasen. In der Histologie fanden sich lediglich einzelne HMB-45 und
Melan A-positive Zellen in der afferenten Lymphbahn. Ohne Teilnahme an der Studie
ware die Diagnose nicht gestellt worden. In der sich anschlieRenden TLND im
November 2002 wurden keine weiteren Lymphknoten-Metastasen festgestellt (0/16).
Bereits im Dezember 2002 konnte im Rahmen der engmaschigen Nachkontrolle eine
Intransit-Metastase am Oberschenkel und im Juni 2004 eine weitere Metastase
popliteal sonographisch detektiert werden, die operativ entfernt wurden. Zusatzlich
wurde eine adjuvante Therapie mit Interferon alfa durchgefihrt. Ausweislich der letzten

Nachsorgeuntersuchung am 29.01.2009 lebt der Patient noch immer.
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Sonomorphologisch: > 1<2 cm, L/B-Index >2, zentral echoreich, kappenartig echoarm,

wirkt benige

ENAC: Negativ

Histologisch: WLK intranodal tumorfrei, also FNAC des WLK korrekt negativ; im Vas
afferens des LK fanden sich jedoch vereinzelte Tumorzellen.

Post-WLK: 0/16 (keine weiteren Lymphknoten befallen).

Der Patient lebt noch; bisher 90 Monate nach der Erstdiagnose (ED) im September

2001. Die Tyrosinase aus dem Blut war stets negativ.

Fall-Nr. 111:

Bei der Patientin wurde im Januar 2003 ein superfiziell spreitendes Melanom (SSM) am
linken Oberschenkel diagnostiziert mit den Tumordaten CI V, TD 6,0mm, ulceriert, pT
4b, Stadium 1IB AJCC (nach WLK-Diagnostik). Erste Fernmetastasen wurden im
Februar 2004 im Bereich der Leber und paraaortal diagnostiziert. Die Patientin verstarb
mit 82 Jahren 29 Monate nach der ED an einer anderen, gleichzeitig bestehenden
Tumorerkrankung (Pankreas-Carcinom).
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Sonomorphologisch: Zentrale und periphere Mehrdurchblutung, balloniert, < 1cm, L/B-

Index < 2, zentral echoreich mit echoarme asymmetrische Kappe, Hilus verschoben.
ENAC: Positiv (in Abbildung FNAC-Nadelspitze erkennbar)

Histologisch: Multipler, intralymphatischer Befall; groRter Durchmesser 1,5 x 3 mm
Post-WLK: Eine TLND wurde von der Patientin verweigert.
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Fall-Nr. 115:

Im Januar 2003 wurde ein superfiziell spreitendes ulceriertes Melanom am rechten Ohr
diagnostiziert. Die Tumordicke betrug 2,89mm, Clarklevel 1V, pT3b sowie Stadium IIIC
nach AJCC. Die Tyrosinase-PCR aus dem Blut war immer negativ (3 Abnahmen). Eine
komplette Lymphknotendissektion wurde vom Patienten verweigert. Insgesamt konnten
4 post-WLK entfernt werden von denen 2 Lymphknoten befallen waren. Auch eine
regelmafige Follow-Up-Untersuchung wurde vom Versicherten abgelehnt. Aufgrund
jahrlicher telefonischer Nachfragen lebt der Versicherte noch immer (zuletzt 15.11.2007,

entspricht ~ 59 Monate nach der Erstdiagnose).
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Sonomorphologisch: Ausgesprochen deutlich darstellbare periphere Mehrdurchblutung,

balloniert, < 1cm, L/B-Index <2, wirkt maligne.

Histologisch: Multipler subcapsularer und intralymphatischer Befall, grof3ter
Durchmesser 4x8mm.

ENAC: Positiv.

Post-WLK: 2/4 befallen.
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Fall-Nr. 11:

In der Erstdiagnose im Juli 2001 fand sich ein nodulares Melanom (NM) am Rucken, TD
3,0mm, Clarklevel 1V, pT3a sowie Stadium IlIA nach AJCC nach der WLK-Entfernung.
Im September 2005 waren Fernmetastasen nachweisbar. Ab diesem Zeitpunkt war
auch die PCR-Tyrosinase im Blut nachweisbar. Im Marz 2006 — 57 Monate nach der
Erstdiagnose — verstarb der Patient am Tumor (mit 35 Jahren).
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Sonomorphologisch: Langsoval, > 1cm, L/B-Index >2, wirkt maligne.

Histologisch: Solitar intralymphatischer Befall, grof3ter Durchmesser 0,89 x 1,15 mm.
ENAC: Nicht diagnostisch (zu wenig Zellen)
Post-WLK: 0/13 (kein weiterer Lymphknotenbefall).
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Fall-Nr. 90:
Die Erstdiagnose erfolgte im August 2002. Es fand sich ein SSM, Clark-Level I,
Tumordicke 1,56mm mit Regression, pT2a; nach Entfernung des WLK Stadium IlIA
nach AJCC. Die Tyrosinase aus dem Blut war negativ. Das letzte Follow-Up ist vom Mai
2007 dokumentiert. Der 60-jahrige Patient lebt zu diesem Zeitpunkt 56 Monate
rezidivfrei.

Sonomorphologisch: Periphere Mehrdurchblutung, asymmetrischer Parenchymbuckel,

< 1cm, echoarme Inseln, L/B-Index >2, wirkt maligne.

Histologisch: Multipler subcapsularer Befall, grof3ter Durchmesser < Imm.
ENAC: Negativ

Post-WLK: 0/7 (keine weiteren Lymphknoten befallen).
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Fall-Nr. 69:

Bei diesem Patienten fand sich im Rahmen der Erstdiagnose im Mai 2002 ein
ulzeriertes nodulares Melanom am Rucken, Tumordicke 7,0mm, Clark-Level IV, pT4b;
nach WLK-Entferung Stadium 1l1IB nach AJCC. Die Tyrosinase aus dem Blut war bis
zum Oktober 2004 negativ. Der Patient verstarb mit 26 Jahren am 15.01.2005, 32
Monate nach der Erstdiagnose am malignen Melanom.

Sonomorphologisch: Periphere Mehrdurchblutung, Parenchymbuckel, >1<2 cm, zentral

echoreich mit echoarmen Inseln, L/B-Index >2, wirkt maligne.
RT-PCR: Negativ; ENAC: Positiv; Post-SN: 0/13 (keine weiteren Lymphknoten

befallen).
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Histologisch:  Multipler subcapsularer und intralymphatischer Befall, groRter
Durchmesser 0.83 x 1,5 mm.

)
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4. Diskussion

Im untersuchten Patientenkollektiv betrug der Altersdurchschnitt 56 Jahre; diese
Patienten befinden sich mitten im arbeitsfahigen Alter und werden in der Regel noch
uber 10 Jahre bis zur Berentung im Arbeitsleben verbleiben. Uber 30% der
untersuchten Patienten befinden sich in einer Altersgruppe von 45 Jahren und jlnger,
so dass auch sozio-6konomische Aspekte eine erhebliche Rolle spielen. Eine schnelle
Diagnostik sowie eine zligige effektive Therapie sind entscheidend fiur die Prognose
(Uberleben).

Die ersten 20 Patienten dieser Studie wurden in Kombination mit SonoVue®
sonographisch untersucht. Bei SonoVue® handelt es sich um ein Sonokontrastmittel
mit dem wirksamen Bestandteil Schwefelhexafluorid (einem in Blut nicht l6slichem
Gas), das intravends appliziert wird und zur Bildung von Mikroblaschen im Blut flhrt.
Eine bessere sonographische Darstellung der Mikrozirkulation ist fir Leber und
Brustlasionen klinisch belegt, nicht jedoch fur Lasionen im Pankreas, den Nieren, den
Ovarien und der Prostata. Im Rahmen unserer Untersuchung konnte keine
Verbesserung der Lymphknoten-Darstellung erzielt werden, da durch Definition von
sonomorphologischen Kriterien bereits eine hohe Trefferquote vorliegt, wie auf dem
diesjahrigen amerikanischen Krebskongress (ASCO) 2009 vorgestellt [89].

Nachteilig sind die intraventse Medikamentenapplikation, der Personalaufwand (s.u.)
sowie die Nebenwirkungen mit Kopfschmerzen, Ubelkeit, Schmerzen, Brennen,
Bluterguss und Parasthesien an der Injektionsstelle. Dartber hinaus wurden
ausweislich des ,Rote-Hand-Reports® vom 03.06.2004 zwar seltene, aber schwere
allergoide Reaktionen mit Todesfolge in 3 Fallen beschrieben. Vom Hersteller wird
daher bis auf weiteres empfohlen, Patienten wahrend der Untersuchung und fur
mindestens 30min nach Gabe von SonoVue® engmaschig medizinisch zu Uberwachen.
Weiterhin soll eine entsprechende Notfallausstattung vorhanden sein und erfahrenes
Fachpersonal bereitstehen.

Entgegen der Annahme in friheren Studien [90] handelt es sich bei der
Wachterlymphknotenbiopsie um eine Staging-Untersuchung (Diagnostik/Prognostik)

und nicht um eine therapeutische MalRRnahme im Hinblick auf eine wirksame
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Verlangerung der Gesamtuberlebenszeit (Evidenzlevel IlI; Leitlinie malignes Melanom
02/2005 S. 13, bzw. MSLT-1 Studie).

In der vorliegenden Arbeit wurde die prospektive Anwendung von Ultraschall, FNAC
und Tyrosinase RT PCR in den Medien Wachterlymphknoten und Blut einzeln und in
Kombination bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die ultraschallgestitzte
Feinnadelaspirationszytologie am WLK ein wichtiges Instrument ist, um metastatische
Absiedelungen bei Patienten mit malignen Melanom friihzeitig zu detektieren. Durch
Einsatz von Ultraschall lassen sich auch Melanom-Patienten identifizieren, die keine
WLKD bendtigen [91]. Dieses ist eine fur die Patienten wichtige Entwicklung, da die
grundséatzliche Lymphknotenbiopsie bei nachweisbarer Morbiditdt bisher keinen
Uberlebensvorteil nachweisen kann [92, 93]. Diese Ergebnisse werden in der groRRen
MSLT-1-Studie bestétigt, jedoch abschlieRend von den Autoren anders interpretiert
[94]. In der MSLT-1-Studie wurden in einem Studienarm im Fall eines positiven
Wachterlymphknoten sofort die Lymphknoten der Region entnhommen, im anderen
Studienarm nach Operation des Primartumors zunachst nur beobachtet und erst
klinisch auffallige, d.h. palpaple Lymphknoten entfernt. In beiden Gruppen war das
melanomspezifische Uberleben nach 10 Jahren praktisch identisch. Dennoch kommen
die Autoren unter Briicksichtigung von Subgruppenanalysen zum Schluss, dass sich die
Wachterlymphknotenbiopsie und ggf. sofortige Lymphknotenentfernung prognostisch
gunstig auswirken kann. Diese Einschatzung wird gerade in letzter Zeit kontrovers
diskutiert [94]. Zunehmend setzt sich jedoch die Einsicht durch, dass zumindest die
CLND (komplette Lymphknotenentfernung) bei Patienten mit histologisch positivem
Wachterlymphknoten keinen Vorteil im Gesamttberleben bringt und daher nur noch in
randomisierten Studien durchgefuhrt werden sollte. Zur Klarung dieser Frage lauft
aktuell die internationale MSLT-2 Sudie sowie eine multizentrische deutsche Studie
(ADO).

Die Nachweisgrenze von Tumordeposits im Wachterlymphknoten liegt nach
Untersuchungen von Starritt et al. kleiner 4,5mm [95]; nach Untersuchungen von
anderen Wissenschaftlern liegt die Nachweisgrenze bereits unterhalb von 4mm [96, 97].
In unserem Kollektiv wurden z.T. auch Lymphknoten mit noch kleineren Tumordeposits
sonographisch als ,sicher maligne® eingeschatzt. Das kleinste sonographisch
detektierte Tumordesposit betrug im Histoschnitt lediglich 0,5mm. Hier ist jedoch

festzuhalten, dass sonographisch nicht nur die Tumorzellen bzw. die Tumormasse
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selbst, sondern auch das tumorbedingt reaktiv veranderte Umgebungsgewebe bei der
sonographischen Beurteilung des Lymphknotens zum Tragen kommt. Im konkreten Fall
war der Lymphknoten selbst 4,5x7,5mm grof3 und damit punktierbar.

In der Diagnostik und Nachsorge des malignen Melanoms werden verschiedene
sonomorphologische Kriterien beschrieben, die Hinweise auf Malignitat geben kénnen
[98]. Dieses spiegelt sich in den Daten unserer Arbeit wieder. So konnte nachgewiesen
werden, dass sonomorphologische Kriterien wie ,Buckelung” und Perfusionsmuster des
Lymphknotens mit einem sehr zuverlassigen und frihzeitigem Vorhersagewert
verknupft sind. Weitere in der Literatur beschriebene sonomorphologische Parameter
wie z.B. die Hilusverlagerung mit fehlenden Hilusechos oder der Roundness- bzw.
Vasallo-Index zeigten dies in unserem Kollektiv nicht. Die Untersuchungsmethode des
Ultraschall erweist sich jedoch stark als Untersucher abhangig, so dass auch noch
heutzutage Tumordeposits > 5mm teilweise nicht zuverlassig erkannt werden [99].

Die diagnostische Aussagekraft des Ultraschalls konnte in Kombintion mit der FNAC
zusatzlich deutlich verbessert werden. Dies fuihren wir darauf zuriick, dass die FNAC
des Lymphknotens bereits sehr frih beim Vorliegen einer Buckelung bzw. einer
Parenchymverbreiterung mit Mehrperfusion durchgefuhrt wurde, entgegen dem
ublichen Vorgehen in anderen Zentren bzw. Arbeitsgrupen, die in der Regel erst
deutlich spater beim Vorliegen von ballonierten bzw. echoarmen Lymphknoten
punktieren. Bei der ultraschallgesteuerten FNAC kommt es zu Synergieeffekten. Zum
einen kann die Treffsicherheit der FNAC durch den Ultraschall erhoht und damit die
Sensitivitat der FNAC verbessert werden. Zum anderen konnte die Sensitivitdt der
alleinigen Ultraschalldiagnostik durch die FNAC im vorliegenden Patientengut auf
insgesamt 82% gesteigert werden. Die FNAC stellt somit in der Melanomnachsorge
eine wichtige Erganzung dar und ist sowohl in der Priméardiagnostik des
Wachterlymphknotens, als auch im Rahmen der Nachsorge einsetzbar. Die Spezifitat
dieser Untersuchungskombination lag bei 72%. Wir fanden einen negativen
Pradiktionswert von 91%. Diese Zahlen sind vergleichbar mit denen der Rotterdam
Brustkrebs-Studie [100].

Erstaunlicherweise lasst sich die durch ultraschallgesteuerte FNAC erreichte Sensitivitat
nicht durch die zusatzliche Anwendung der Tyrosinase-RT-PCR aus dem
lymphatischen Gewebe der Punktate bzw. der exzidierten Lymphknoten erhéhen. Diese

Ergebnisse werden durch eine unldngst publizierte Studie unterstitzt [72]; auch
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Scoggins et al. findet keine wesentliche Erhohung der prognostischen Power bei
Einsatz von RT-PCR in der Analyse von Wéachterlymphknoten beim malignen Melanom.
Allerdings befindet sich die Rolle von neueren immunohistopathologischen Methoden
zur Analyse von ,single cells“ und ,floating cells“ noch in der Diskussion. Wahrend
frher nur der Nachweis von massiv positiv befallenen Lymphknoten moglich war,
ermoglichen uns diese neuesten Techniken, bis hin auf den zellularen Level,
Tumorzellen nachzuweisen. Auch die RT-PCR ist in der Lage, eine einzelne DNA-Kopie
mehrfach zu duplizieren und nachzuweisen. Es bleibt hingegen unklar, welchen
klinischen Wert diese einzelnen Zellen haben. Aus Untersuchungen zum Zellverlust von
Tumoren (Differenz von Verdopplungsrate zu tatsachlichem Tumorvolumenwachstum)
ist bekannt, dass bis zu 60% der produzierten Tumorzellen nicht die Tumormasse vor
Ort vergroRRern, sondern nekrotisch werden, immunologisch bekampft werden, oder in
den Kreislauf des Wirts abgeschwemmt werden. Dieses ist vor allem bei Tumoren der
Fall, die Uber ein reiches Gefal3netz oder die Fahigkeit zur Neoangiogenese verfligen
[43].

Da selbst Tumoren mit gro3eren Zellverlustraten nicht durchgehend metastatische
Tumoren sind, missen Co-Faktoren vorhanden sein, die eine aktive Metastasierung der
Zellen Uber die Migration hinaus erméglichen oder unterstiitzen. Einer der méglichen
Faktoren fir das Vorhandensein von einzelnen Melanomzellen ohne Progression in das
Rezidivstadium ist das Verbleiben von Tumorzellen im GO-Stadium. Auch kénnen
Anderungen des Mikro-Environments zum Ableben dieser einzelnen Zellen, jedoch
auch zum Wiedereintritt in den Zellzyklus und zur Tumorprogression fiihren.

Manche Autoren sehen in den immer empfindlicheren Nachweismaoglichkeiten einzelner
Tumorzellen im Wachterlymphknoten die Gefahr einer Uberbewertung im Sinne héherer
Fallzahlen von positiven, aber klinisch nicht relevanten, d.h. ,falsch-positiven®
Wachterlymphknoten [38, 93, 94]. Insofern ist es notwendiger denn je, frihere,
prognostisch sichere und zuverlassige Tumormarker zu finden. Durch RT-PCR kdnnen
auch im peripheren Blut verschiedene Marker fur Melanom-Zellen nachgewiesen
werden (u.a. Tyrosinase, MART-1, MAGE-3, GP-100). Die prognostische Aussagekraft
dieser Marker wird in verschiedenen Studien diskrepant beurteilt. In der grof3en
Sunbelt-Studie [72] wird bei Vorliegen von mehr als einem Marker lediglich ein kiirzeres
DFS bzw. DMFS, jedoch kein Einfluss auf das OS beschrieben. Zwischenzeitlich wurde
dieses Ergebnis allerdings unter Berlcksichtigung der Zeitachse in Bezug auf das

,2outcome* relativiert. In 2 weiteren Studien hingegen korreliert das Ergebnis mit einer
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schlechteren Prognose [73, 101]. In unserer Studie wurde nicht der Multimarker-Test,
sondern allein die RT-PCR zum Nachweis der Tyrosinase als zeitabh&angige Variable
verwendet. Bei einer durchschnittlichen Nachuntersuchungszeit von 6,3 Jahren (0,9 bis
8,6 Jahre) und einem Patientenspektrum im Stadium Il und Ill, fand sich hier eine
eindeutige Korrelation zwischen dem Nachweis einer positiven Tyrosinase-RT-PCR und
dem Gesamtuberleben (= Tumoprogression; schlechtere Prognose).

Die Ergebnisse der Lymphnoderatio (LNR) sind diskordant mit denen beim colorektalen
Karzinom; es muss jedoch angemerkt werden, dass beim colorektalen Karzinom alle
Lymphknoten in den Lymphknotenstationen hinter dem Tumor zugleich betrachtet
werden. Mit der Entfernung des WLK ist grundsatzlich auch bei Patienten mit malignem
Melanom bei den mit LNR=0 bezeichneten WLK-positiven Patienten bereits ein Tumor-
positiver Lymphknoten, namlich der positive Wachterlymphknoten, vorhanden. Dies
wirde beim colorektalen Karzinom bereits als eindeutige Streuung und damit
prognostisch als Verschlechterung der Uberlebenszeit zu werten sein (wie letztendlich
auch beim malignen Melanom). Dennoch ist aus den vorliegenden Daten nicht
abschlieBend zu beurteilen, ob die Anzahl der positiven Lymphknoten oder die
Lymphknotenratio (LNR) nach TLND das potentere prognostische Kriterium fur das
Uberleben von Malignompatienten ist. In der Literatur wird der Nachweis positiver Nicht-
Wachterlymphknoten als prognostisch ungunstig bewertet [102] und findet auch seine
Entsprechung bei der Stadieneinteilung nach AJCC 2002, jedoch findet sich in der
publizierten Literatur bei einer Recherche nicht ein einziger Artikel unter den

Stichworten ,LNR* und ,malignant melanoma®“.

Wegweisender ist die nach Starz beschriebene S-Klassifikation [36] bzw. die Tumorlast
nach Dewar [103]. Wobei neuere Studien zeigen, dass insbesondere die Tumorlast
insgesamt (Tumorburden) und weniger die Tumorlokalisation als prognostischer Faktor
fur einen post-WLK Befall und das Gesamtuberleben gewertet werden kann.

Daten von van Akkooi et al. deuten darauf hin, dass Mikrometastasen des malignen
Melanoms von einem Durchmesser < 0,1Imm (sogen. Submikrometastasen) der
Lymphknoten prognostisch so glnstig wie ein unbefallener Wéachterlymphknoten
klassifiziert werden sollten [38].

In der Beurteilung der maximalen und minimalen Tumor-Flache wurden in unserem
Kollektiv die Mal3e des grof3ten Tumor-Zellnestes (van Akkooi) verwendet bzw. die

Summe aller Einzelnest-Flachen unter Einbeziehung aller vorhandenen positiven
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histologischen Schnittebenen gebildet (Audring). In Tabelle 8 sind die Nestgrol3en
(Flache) im Vergleich zum grof3ten Tumordurchmesser gegenibergestellt. Wenn die
Werte bei van Akkooi linear ansteigen, steigen die Werte bei Audring exponentiell an;
diese Korrelation ist hochsignifikant (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Korrelation der Auswertungsparameter, definiert nach Audring und van Akkooi; die
Tumornestflache nach Audring ist logarythmisch auf der x-Achse aufgetragen.

In der vorliegenden Untersuchung konnten die Anwendung von Ultraschall, FNAC und
Tyrosinase RT-PCR und ihr prognostischer Wert untersucht werden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Bestimmung der Tyrosinase RT-PCR am Lymphknoten und
im Blut als friihzeitige Diagnostik hilfreich ist und Patienten mit positivem RT-PCR
Ergebnis im Blut ein verkurztes ,overall-survival® (= Gesamtliberleben) bzw. ein
kirzeres ,disease-free-survival“ (= krankheitsfreies Intervall) zeigen. Der Nachweis von
Melanom-Produkten in Form der Tyrosinase - nachgewiesen mittels RT-PCR im
peripheren Blut - wurde in der vorliegenden Untersuchung als hochsignifikant
prognostisch ungunstiger Marker identifiziert. Es konnte nachgewiesen werden, dass
allein der einmalige Nachweis zu einer Reduktion des 5-Jahresiiberlebens von 90% auf
20% fuhrt. Diese Patienten bendtigen eine engmaschigen Nachsorge und kénnen somit

fur weitere Studien (adjuvante Therapieoptionen) gebahnt werden.
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Es konnte ferner gezeigt werden, dass es eine Korrelation zwischen den histologischen
Daten der Metastasen-Lokalisation im WLK (Tumorlast; Tumornestgrof3e) und der
Uberlebensrate gibt. So waren in unserem Kollektiv mit positivem Wachterlymphknoten
(n = 34) Uberlebende nur dann zu beobachten, wenn der von van Akkooi gemessene
Score des Tumorburden unterhalb von 5mm und die von Audring gemessene
Tumornestflache kleiner 333 mm? ist (Abbildung 23). Da der Score von van Akkooi viel
einfacher anwendbar und mit anderen Ergebnissen vergleichbar ist, und gleichzeitig gut
mit dem Uberleben der Patienten korreliert, scheint auch aus unserer Erfahrung dieses
die Melimethode der Zukunft in der Nachsorge des malignen Melanoms zu sein. Ein
Mehraufwand, wie er bei der Methode von Audring zu erbringen ist, bringt, wie wir
zeigen konnten, keine zusatzlichen prognostischen Informationen mit sich; beide

Methoden sind hingegen gut korreliert und im Ergebnis vergleichbar (Abbildung 22).
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Abbildung 23: Darstellung der Uberlebenden und Nichtiiberlebenden in Korrelation der

Auswertungsparameter, definiert nach Audring und van Akkooi.

In der vorliegenden Untersuchung konnten die etablierten sonomorphologischen
Parameter bestatigt werden; HaupteinfluR3faktor auf die Spezifitat bzw. Sensitivitat der
Methode bleibt nach wie vor die Erfahrung des Untersuchers. Die Einbringung neuer
Parameter ist aus unserer Sicht nicht zweckdienlich; vielmehr ist hieraus hergeleitet die
Zusammenfihrung der Patientennachsorgen an spezialisierten Zentren zu fordern.

Die Auswirkungen der mit der beschrieben Methodenkombination (Sonographie, FNAC,
WLK-Immunhistologie und Molekularbiologie) durchgefiihrten Nachuntersuchung mit
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der erreichten héheren diagnostischen Akkuratesse bleiben unklar. Es ist unzweifelhaft,
dass mit der WLK-Diagnostik Patienten hoher gestaged werden, als wenn eine
abwartende Nachsorge nach makroskopischen Kriterien erfolgt. Ob die Hoherstufung in
Tumorstadium und therapeutischer Eskalation zu einer Lebensverlangerung und / oder
einer Verbesserung der Lebensqualitdt der Patienten fuhren, bleibt dennoch unklar;
dieses spiegelt sich in der aktuellen Diskussion wider, wie ,floating cells“ und ,single
tumor cells® tumorbiologisch zu bewerten sind.

Naturlich werden nachuntersuchte Patienten ohne WLKD erst spater einer Therapie
zugefuhrt, wenn sonographisch auf Zeichen der Lymphknotenschwellung, Ballonierung
und der Echoreduktion gewartet wird. Ob dieses einen therapeutischen Nachteil im
Vergleich zu der friher statt findenden Diagnostik mit FNAC und RT-PCR mit sich
bringt, ist offen. Sicher ist, dass die akkuratere Diagnostik ein anderes (hoher
gewichtetes) Tumorstadienspektrum mit sich bringt, andererseits bei negativem Befund
die Zahl der Wachterlymphknoten-Dissektionen und damit auch die konsekutiv
kompletten Lymphknotendissektionen reduzieren bzw. vermeiden kann. Zuséatzlich kann
es manchen Patienten mit tatséchlich ginstiger Prognose bisweilen erspart werden,
einer adjuvanten Therapie zugefuhrt zu werden [104]. Insofern ist unser Procedere nur

bedingt mit den Spektren anderer Arbeitsgruppen vergleichbar.

0.g. Ausfihrungen spiegeln zum Teil das Dilemma wider, das sich aus den
unterschiedlichen Interpretationen von Studienergebnissen in Bezug auf die Prognose
und dem damit verbundenen Procedere ergibt. Einer der Grinde kdnnte darin liegen,
dass man bisher davon ausgeht, dass das Melanom (und auch andere Tumoren) primér
lymphogen metastasiert und erst bei weiterer Progression Fernmetastasen entwickelt.
Dies wird als sogenannte lineare Tumorausbreitung beschrieben (Kaskaden-Modell).
Neuere Erkenntnissen lassen jedoch darauf schliel3en, dass alle Metastasierungen
Jahre bis wenige Tage vor der radikalen Entfernung des Primarherdes bereits initiiert
werden und somit eine parallele Tumorausbreitung statt findet (,seed and soil“-Modell).
Die Zahl der positiven Lymphknoten ist zwar ein wichtiger Prognosefaktor, aber
befallene Lymphknoten sind nicht die Ursache fir die letztlich das Uberleben
bestimmende Fernmetastasierung [105]. Genetische Untersuchungen von Metastasen
bestatigen aufgrund grof3er Unterschiede in den Gendefektmustern, dass diese bereits

sehr frih — unabhangig vom Primartumor - ihren eigenen Weg gehen. Der Befall
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nahegelegener Lymphknoten sei eher eine Sackgasse in der Tumorentwicklung und
weniger der Ausgangspunkt fir eine weitere Ausbreitung im Korper.

Sackgasse fiir den Tumor?

Neue Vermutungen zur Ausbreitung von metastasiertem Krebs

Lineare Tumorausbreitung

Bisher nahm man an, dass ein Primdrtumor erst ab einer bestimmten GroRe ) 7.B. Hirn
hinlanglich bosartige Zellen mit Metastasierungspotential produzieren

kann. Diese bilden zuerst in den regionalen Lymphknoten ) Knochen
Tochtergeschwiilste. Von dort springt der Krebs

in entfernte Korperregionen, wo das Wachs- ) Lunge
tum von Organmetastasen beginnt. -

) Leber

Primar- unbemerktes klinisch erkenn- Lymphknoten- Fernmetastasen
tumor Wachstum barer Primartumor metastasen in den Organen

L ERSTDIAGNOSE |

Parallele Tumorausbreitung

Inzwischen glaubt man, dass der Primartumor lange vor seiner Entdeckung bereits hochaggres-
sive Krebszellen in verschiedene Korperregionen streuen kann. Diese entwickeln sich, parallel
zum Wachstum der Primargeschwulst, zu Fernmetastasen in den Organen. Der Lymphknoten-
befall ist nur ein Indikator fiir die Migrationsfreudigkeit des Tumors.

Quelle: ,,Der Spiegel“ 20/2009

Eine mogliche Erklarung fir einige Verlaufe von Patienten unseres Kollektivs ist
maoglicherweise genau diese Theorie der parallelen Tumorausbreitung (,seed and soil“).
So zeigte sich bei 2 Patienten, bei denen sonographisch der Wachterlymphknoten als
unauffallig/benigne eingestuft wurde, histologisch ein subcapsulérer Befall. Weitere
Lymphknoten waren nicht betroffen, dennoch verstarben die Patienten im weiteren
Verlauf an einer hamatogenen Streuung.

Daruiber hinaus verstarben 5 von 85 Patienten, bei denen weder histologisch ein
positiver Wachterlymphknoten noch ein positiver Nachweis von Tyrosinase

nachgewiesen werden konnte.
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5. Zusammenfassung

Der Ultraschall fur Wachterlymphknoten ist ein guinstiger und aussagekréaftiger Pradiktor
in Bezug auf den Befall. Morphologische Kriterien konnten herausgearbeitet werden
und sind in der Vorhersage sehr zuverlassig. Die Ubersehenen Nester sind klein und die
betroffenen Patienten haben meist ein exzellentes Uberleben.

Die Messmethoden der Tumornester (Tumorlast) nach van Akkooi und Audring
korrelieren hochsignifikant in Bezug auf das ,Outcome® der Patienten. Allerdings ist die
Methode nach van Akkooi weitaus einfacher und schneller durchzufuhren. Die Methode
nach Audring (Flachen/Volumenberechnung) ist deutlich aufwendiger und bringt keinen
zusatzlichen Informationsgewinn in Bezug auf die Prognose. Die Nestposition (nach
Dewar) hat nur einen bedingten Vorhersagewert.

Die zusatzliche Gewinnung der Tyrosinases RT-PCR aus dem Wachterlymphknoten
schafft keine hohere Spezifitat und Sensitivitat gegenuber der FNAC alleine.
Demgegeniber scheint die Tyrosinase RT-PCR aus dem peripheren Blut ein guter

Pradiktor fur das Uberleben der Patienten zu sein.
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Tabelle 11: Korrespondierende Ergebnisse aller auswertbaren Patienten der Studie in Bezug auf
Histologie des WLK, der US-FNAC, der RT-PCR aus dem Lymphknoten sowie ihrem Outcome.

Patient Histologie US-FNAC RT-PCR Outcome
2 Negativ Negativ Negativ NED.22/11/06
3 Negativ Negativ Negativ NED.18/09/03
4 Negativ Negativ Negativ NED.14/11/07
5 Nicht
Ubereinstimmend
6 Negativ Negativ Negativ NED.18/07/06
8 Negativ Negativ Negativ NED.22/11/06
9 Negativ Negativ Negativ NED.18/10/96
10 Negativ Negativ Negativ NED.08/08/07
11 Negativ Nicht Negativ DOD.24/03/06
auswertbar
11 Positiv Nicht Negativ DOD.24/03/06
auswertbar
12 Negativ Negativ Negativ NED.08/08/06
14 Negativ Negativ Negativ NED.25/01/07
15 Negativ Negativ Negativ NED.26/09/07
Pos. nur im Vas Ruckfall in-
afferens transit




16 Negativ Negativ Negativ NED
22/11/2006

16 Negativ Negativ Negativ “

17 Negativ Negativ Negativ NED1/12/2005

18 Negativ Negativ Negativ NED
12/10/2006

19 Negativ Negativ Negativ NED
25/10/2006

20 Negativ Negativ Negativ NED16/8/2006

21 Negativ Negativ Negativ NED11/12/2007

22 Nicht

ubereinstimmend

23 Negativ Negativ Negativ NED
23/02/2006

24 Negativ Negativ Negativ NED
11/12/2007

24 Negativ Negativ Negativ NED
11/12/2007

24 Negativ Negativ Negativ NED
11/12/2007

25 Nicht

ubereinstimmend

26 Negativ Negativ Negativ NED28/11/2006

27 Negativ Negativ Negativ NED13/11/2007

28 Negativ Negativ Negativ NED12/12/2007

29 Positiv Negativ Negativ NED
22/05/2007

30 Negativ Negativ Negativ NED15/05/2007

31 Negativ Negativ Negativ NED27/11/2007

33 Positiv Negativ Negativ DOD21/03/2004

34 Negativ Negativ Negativ NED18/05/2006

35 Nicht

Ubereinstimmend
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36 Negativ Negativ Negativ NED
19/10/2006
36 Negativ Negativ Negativ NED
19/10/2006
37 Negativ Nicht Negativ NED
auswertbar 09/08/2006
37 Negativ Nicht Negativ NED
auswertbar 09/08/2006
39 Nicht
Ubereinstimmend
40 Negativ Negativ Negativ NED
06/03/2007
41 Negativ Negativ Negativ NED 2/11/2007
42 Negativ Negativ Negativ NED 12/06/07
42 Negativ Negativ Negativ NED 12/06/07
43 Positiv Positiv Positiv DOD 24/12/04
44 Negativ Negativ Negativ DOD 14/11/06
45 Positiv Positiv Positiv NED 14/12/07
46 Negativ Negativ Negativ NED 19/07/05
Relapse
46 Negativ Negativ Negativ NED 19/07/05
Relapse LN
47 Negativ Negativ Negativ NED 09/05/07
48 Positiv Negativ Negativ DOD 21/01/04
49 Nicht
Ubereinstimmend
50 Negativ Negativ Negativ NED 19/06/07
51 Negativ Negativ Negativ DOC 06/11/03
52 Nicht
Ubereinstimmend
53 Negativ Negativ Negativ NED 20/08/07
54 Negativ Negativ Negativ NED 09/01/07
55 Positiv (nur IH) | Negativ Negativ NED 22/07/02
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56 Positiv (nur IH) | Negativ Negativ DOD 22/05/05
57 Kein WLK

nachweisbar
58 Positiv Positiv Positiv DOD 21/10/07
59 Negativ Negativ Negativ NED 22/07/07
60 Positiv Nicht Negativ DOD 28/04/04

durchgefuhrt

61 Negativ Negativ Negativ DOD 18/02/05
62 Negativ Negativ Negativ NED 14/06/05
63 Negativ Negativ Negativ NED 01/02/05
64 Nicht

Ubereinstimmend
65 Nicht

Ubereinstimmend
66 Negativ Negativ Negativ NED 09/08/06
67 Negativ Negativ Negativ NED 13/01/06
68 Negativ Negativ Negativ NED 14/03/07
69 Positiv Positiv Negativ DOD 14/01/05
69 Negativ Negativ Negativ “
70 Nicht

Ubereinstimmend
70 Negativ Negativ Negativ NED 22/11/06
71 Negativ Negativ Negativ DOD 18/08/03
72 Positiv Negativ Negativ NED 02/07/07
73 Nicht

Ubereinstimmend
73 Negativ Negativ Negativ NED 13/09/05
75 Positiv Positiv Positiv DOD 31/01/03
76 Negativ Negativ Negativ NED 07/11/07
77 Negativ Negativ Negativ NED 22/11/06
78 Nicht

Ubereinstimmend
80 Negativ Negativ Negativ NED 18/12/07
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Relapse in
transit

81 Negativ Negativ Negativ 13/01/07
82 Nicht

ubereinstimmend
83 Positiv Positiv Positiv NED 22/11/07
84 Negativ Negativ Negativ NED 01/03/06
86 Positiv Negativ Negativ DOD 01/09/04
87 Negativ Negativ Negativ NED 05/12/07
88 Negativ Negativ Negativ DOD 01/12/04
89 Positiv Positiv Negativ DOD 01/09/04
90 Positiv Negativ Negativ NED 02/05/07
91 Negativ Negativ Negativ NED28/06/07
92 Negativ Negativ Negativ AWD 13/09/06
93 Negativ Negativ Negativ DU 06/08/04
94 Positiv Negativ Positiv DOD 28/03/04
95 Negativ Negativ Negativ NED 03/07/07
96 Negativ Negativ Negativ NED 07/02/06
97 Negativ Negativ Negativ NED 11/10/07
98 Negativ Negativ Negativ NED 24/08/06
99 Negativ Negativ Negativ NED 12/07/07
100 Nicht

ubereinstimmend
101 Negativ Negativ Negativ NED 24/08/06
102 Positiv Negativ Negativ NED 13/11/07
103 Negativ Negativ Negativ NED 22/11/07
103 Negativ Negativ Negativ NED 22/11/07
104 Negativ Negativ Negativ NED 05/12/07
105 Nicht

ubereinstimmend
106 Kein WLK

nachweisbar
107 Positiv Positiv Positiv DOD 01/09/03
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108 Negativ Negativ Negativ NED 27/08/07
109 Nicht

Ubereinstimmend
110 Positiv Positiv Positiv DOD 01/05/05
111 Positiv Positiv Negativ DOD 08/06/07
112 Nicht

Ubereinstimmend
113 Positiv Positiv Positiv AWD 14/06/07
114 Negativ Negativ Negativ NED 22/12/05
115 Positiv Positiv Negativ NED 15/11/07
116 Positiv Positiv Positiv NED 12/09/07

Stage IV
disease

117 Positiv Negativ Negativ DOD 28/01/05
118 Negativ Negativ Negativ NED 25/09/07
119 Positiv Positiv Positiv NED 02/10/07
120 Negativ Negativ Negativ NED 06/06/07
121 Negativ Negativ Negativ NED 05/12/07
122 Nicht

Ubereinstimmend
123 Negativ Negativ Negativ NED 09/03/05
124 Positiv Positiv Positiv DOD 16/12/03
125 Negativ Negativ Negativ NED 26/06/07
126 Positiv Positiv Positiv NED 26/06/07
127 Negativ Negativ Negativ NED 08/05/07
128 Negativ Negativ Negativ NED 11/09/07
129 Negativ Negativ Negativ NED 25/09/07
129 Nicht NED 25/09/07

Ubereinstimmend
130 Positiv Positiv Positiv NED 20/12/07
131 Positiv Negativ Positiv NED 20/12/07
132 Positiv Positiv Positiv DOD 11/11/03
133 Negativ Negativ Positiv NED 21/02/07
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133 Negativ Negativ Negativ NED 21/02/07
134 Positiv Positiv Positiv DOD 19/01/05
135 Negativ Negativ Negativ DOD 19/12/05

Tabelle 12: Patienten mit nicht-tbereinstimmenden Befunden (in Bezug auf die Tabelle 11) und

ihrem Outcome

Patient Histology US-FNAC RT-PCR Outcome
11 Positiv Nicht Negativ DOD.24/03/06
auswertbar
29 Positiv Negativ Negativ NED
22/05/2007
33 Positiv Negativ Negativ DOD21/03/2004
48 Positiv Negativ Negativ DOD 21/01/04
55 Positiv (nur IH) | Negativ Negativ NED 22/07/02
56 Positiv (nur IH) | Negativ Negativ DOD 22/05/05
60 Positiv Not Done Negativ DOD 28/04/04
69 Positiv Positiv Negativ DOD 14/01/05
72 Positiv Negativ Negativ NED 02/07/07
86 Positiv Negativ Negativ DOD 01/09/04
89 Positiv Positiv Negativ DOD 01/09/04
90 Positiv Negativ Negativ NED 02/05/07
94 Positiv Negativ Positiv DOD 28/03/04
102 Positiv Negativ Negativ NED 13/11/07
111 Positiv Positiv Negativ DOD 08/06/07
115 Positiv Positiv Negativ NED 15/11/07
117 Positiv Negativ Negativ DOD 28/01/05
131 Positiv Negativ Positiv NED 20/12/07
133 Negativ Negativ Positiv NED 21/02/07
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