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1 EINLEITUNG

1.1 Das Maligne Melanom

Das Maligne Melanom (MM) steht gegenwartig im Zentrum der Dermato-Onkologie.
Seine Inzidenz ist zwar 10-mal niedriger als die von epithelialen malignen Hauttumoren
(Bsp. Spinaliom), jedoch kommt es im Verhaltnis zur Tumorgrof3e frih zu einer
Metastasierung, sodass die Prognose deutlich ungiinstiger ist." In Deutschland
erkranken derzeit jahrlich 18-22 pro 100.000 Einwohner am MM, womit sich die
Inzidenz seit den 1970er Jahren mehr als verfiinffacht hat.> 3 Bei Frauen zeigt sich
damit eine jahrliche Zunahme der Inzidenz um 2,8% und bei Mannern um 6,1%.4 Dies
liegt vor allem in einer Veranderung der Freizeit- und Reisegewohnheiten, sowie einer
gesteigerten Lebenserwartung, die zu einer erhohten Belastung mit ultravioletter (UV)
Strahlung fuhren. Besonders haufig betroffen sind hellhautige Bevolkerungsgruppen
in Landern mit einer hohen Sonnenexposition, wie beispielsweise Skandinavien oder
Australien. Deutlich seltener findet sich das MM hingegen bei Afrikanern oder Asiaten,
was sich durch eine UV protektive, dunklere Pigmentierung der Bevdlkerung sowie
durch unterschiedliche Freizeitgewohnheiten mit geringerer Sonnenexposition
erklaren lasst. Ausgenommen hiervon sind Schleimhautmelanome oder Melanome
der, in der Regel deutlich weniger stark pigmentierten, Leistenhaut.® Zusatzlich
scheinen genetische Faktoren neben der UV Exposition eine Rolle zu spielen. Das
MM ist ein Malignom mit multifaktorieller Atiologie, dessen Entwicklung das Ergebnis
der Interaktion zwischen verschiedenen Umwelt-, Gen- und Wirtsfaktoren ist.
Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass aufgrund ihrer genotoxischen Wirkung
die Exposition gegentber UV Strahlen der wichtigste umweltatiologische Faktor fur die
Entwicklung eines MM ist.5° Weitere Risikofaktoren fiir das Auftreten eines MM sind
eine hohe Anzahl gewohnlicher melanozytarer Navi, die Anzahl der atypischen
melanozytaren Navi, sowie eine familidare Vorbelastung mit MM.'%2 Seit in
Deutschland 2008 der Rahmen der gesetzlichen Hautkrebsfriherkennung neu
geregelt wurde, konnten deutlich mehr Melanome in einem noch frihen Tumorstadium
diagnostiziert werden. Dennoch ist das MM weiterhin flir 90% der durch Hauttumor
verursachten Todesfalle verantwortlich und ein Ruckgang der MM bedingten Mortalitat
durch Bevolkerungsscreenings konnte bisher nicht abschlieRend belegt werden.? 4 13
Gemass dem Zentrum fur Krebsregisterdaten und dem Robert Koch Institut starben
im Jahr 2016 insgesamt 1,226 Frauen und 1,700 Manner in Deutschland am MM.'#

1.1.1 Klinisch-histologische Typen des Malignen Melanoms

Beim MM handelt es sich um einen malignen Tumor, der von den Melanin bildenden
Zellen der Haut, den Melanozyten, ausgeht. Am haufigsten sind MM an der Felderhaut
lokalisiert, aber auch eine Manifestation an der Leistenhaut, der Retina, sowie den
Hirn- und Schleimhauten ist moglich. Gemass der 2006 publizierten WHO
Klassifikation (3. Edition) werden klinisch und histologisch vier verschiedene Subtypen
des MM unterschieden, wobei ca. 3-5% der MM histopathologisch nicht naher
klassifiziert werden konnen.'® ' Die beiden haufigsten histologischen Subtypen des
MM sind das superfiziell spreitende Maligne Melanom (SSM), das ca. 60% der Falle
ausmacht, und das nodular Maligne Melanom (NM), das ca. 20% der Falle
ausmacht.' '8 Histologisch gesehen ist das SSM durch eine Uberwiegend epidermale
Komponente mit langsamem, horizontalem Wachstum charakterisiert und kann damit
haufig in einem frGhen Stadium diagnostiziert werden. Im Gegensatz dazu ist das NM
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in der Regel dicker als das SSM und zeichnet sich durch eine fehlende horizontale
Wachstumsphase und somit ein schnelles vertikales Wachstum aus, was zu einer
unguinstigen Prognose fiihrt." Makroskopisch hat das NM eine relativ einheitliche
braune, schwarze oder blauschwarze Farbe und kann als oberflachlicher Knoten, als
ulzerierter Polyp oder als erhohte Plaque mit unregelmaligen Konturen auftreten. In
bis zu 50% der Falle kann das NM aber auch achromatisch sein.® Das Lenitgo-maligna
Melanom (LMM) tritt in ca. 5-15% der MM Falle auf und entsteht Ublicherweise auf
dem Boden einer Lentigo Maligna (LM), die einem nicht invasiven Fruhstadium
(Synonym: melanotische Prakanzerose, Melanoma in situ) entspricht. Es ftritt
bevorzugt auf sonnenexponierter Haut des alteren Menschen auf. Bei der LM handelt
es sich klinisch um eine in der Regel schlecht umschriebene Makula mit
unregelmafiger brauner oder schwarzer Pigmentierung, die oft erst nach jahrelangem
Bestehen in ein invasives Wachstum und damit in ein LMM Ubergehen kann.
Histologisch liegt ein invasives LMM vor, wenn es zu einer Durchdringung der
Basalmembran und somit zur Bildung von dermalen Tumornestern kommt.?° Das
akrolentiginose Maligne Melanom (ALM) ist zwar mit 2-5% der Falle selten, hat aber
die schlechteste Prognose aller MM, da die Rate der klinischen Fehldiagnosen sehr
hoch ist und damit die Latenz bis zur histologischen Sicherung und Diagnosestellung
haufig lang ist.?' Bei 30% der Patienten prasentiert es sich amelanotisch und kann
zum Beispiel einer gewohnlichen Warze, einer Paronychie, oder einem Ulcus ahneln.?2
Im Jahr 2018 kam es zu einer Revision der WHO Klassifikation (4. Edition), welche
sich grundsatzlich an die klassischen oben beschriebenen Subtypen anlehnt,
zusatzlich aber molekulare Veranderungen und den Grad der Lichtschadigung des MM
berlcksichtigt.?

Der klinisch-histologische Typ des MM flie3t aktuell nicht in die Klassifikation nach
TNM und die Stadieneinteilung nach AJCC/UICC mit ein.?* 25

1.1.2 Stadieneinteilung

Die 2009 erschienene siebte Ausgabe der Klassifikation des American Joint Comittee
on Cancer (AJCC) beschreibt basierend auf der TNM Klassifikation das Ausmal} der
anatomischen Ausbreitung des MM.?* Hierbei sind die Tumordicke nach Breslow?®
sowie die Ulzeration und bei dunnen Melanomen (1 mm Tumordicke nach Breslow)
auch die Mitoserate des MM die prognostisch wichtigsten Faktoren (Tab. 1-3).2” Das
in der Vergangenheit bei dinnen Melanomen berucksichtigte Clark Level flief3t nicht
mehr in die AJCC Klassifikation mit ein, da gezeigt werden konnte, dass das Clark
Level nach multivariater Analyse aller bisher bekannten klinisch-histologischen
Risikofaktoren des Primarius bei T1 MM keinen statistisch signifikanten Einfluss auf
die Prognose hat.?8

In dieser Studie wurden alle Patienten aufgrund des Erstdiagnosedatums nach der
siebten Version der AJCC Klassifikation klassifiziert.
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T-Stadium Tumordicke weitere prognostische Parameter

Melanoma in situ, keine Infiltration der

Tis Basalmembran
Tx nicht erhebbar nicht erhebbar
T1 <1,0 mm a: ohne Ulzeration und Mitoserate < 1/mm?2
b: mit Ulzeration oder Mitoserate = 1/mm?2
T2 1,01-2,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T3 2,01-4,0 mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T4 >4,0 mm a: ohne Ulzeration

b: mit Ulzeration
Tabelle 1: T-Stadium zur Beschreibung der Tumordicke des MM (TNM-Klassifikation).

Anzahl befallener

N-Stadium Lymphknoten Ausmass des Lymphknotenbefalls
NO 0
Nx nicht erhebbar nicht erhebbar
N1 1 a: Mikrometastase
b: Makrometastase
N2 2-3 a: Mikrometastase

b: Makrometastase
c: Satelliten- oder In-transit Metastasen

ohne regionalen Lymphknotenbefall
=4 oder Satelliten- oder
N3 In-transit Metastasen
kombiniert mit
Lymphknotenbefall

Tabelle 2: N-Stadium zur Beschreibung der regionalen Lymphabflussbahnen beim MM (TNM-
Klassifikation).

Das MM metastasiert sowohl lymphogen als auch hamatogen, wobei in der Mehrzahl
der Falle bei Erstmetastasierung die regionalen Lymphabflussgebiete betroffen sind.
Hierbei unterscheidet man zwischen Satellitenmetastasen, die bis zwei Zentimeter um
den Primarius lokalisiert sind, In-transit Metastasen, welche im Bereich ab zwei
Zentimeter bis zum ersten Lymphkonten im Abflussgebiet liegen und Lymphknoten
Metastasen.?® Diese wiederum werden in Mikro- und Makrometastasen unterteilt.
Mikrometasten sind klinisch okkult, werden daher erst in der Mikroskopie diagnostiziert
und sind prognostisch gunstiger, da sie haufig die einzige Manifestation von

7
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Metastasen sind. Makrometastasen sind bereits klinisch tastbare und/oder
radiologisch darstellbare suspekte Lymphknoten und sind im Vergleich prognostisch
ungunstiger.®® Die histopathologischen Merkmale des Sentinel Lymphknoten (SLN)
werden bei der AJCC Klassifikation nicht berlcksichtigt.

Laktatdehydrogenase
M-Stadium Art der Fernmetastase (LDH)
MO keine normal
Mx nicht erhebbar normal
M1a Metastasen der Haut, der Subkutis oder normal
primartumorferner Lymphknotenstationen
M1b Lungenmetastasen normal
M1c Metastasen anderer Organe und normal
Metastasen jeglicher Art mit erhohtem
LDH Level erhoht

Tabelle 3: M-Stadium zur Beschreibung der Fernmetastasierung beim MM (TNM-Klassifikation).
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AJCC Stadium Primarius Lymphknoten Fernmetastase
0 Tis NO MO
A T1a NO MO
T1b
1B T2a NO MO
A T2b
T3a NO MO
1B T3b
T4a NO MO
lIC T4b NO MO
A T1-4a N1a MO
T1-4a N2a MO
[11B T1-4b N1a MO
T1-4b N2a MO
T1-4a N1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a N2c MO
1i[e; T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
T1-4b N2c MO
jedes T N3 MO
I\ jedes T jedes N M1

Tabelle 4: Zuordnung der TNM-Klassifikation zu prognostisch Stadien gemaft AJCC 2009.

Die 2018 veroffentlichte achte Version der AJCC Kilassifikation beinhaltet einige
Neuerungen der TNM Kilassifikation. In der T-Kategorie wurden prinzipiell alle
Tumordickenbereiche beibehalten, bis auf T1, das neu ab einer Tumordicke nach
Breslow von 0,8 mm subkategorisiert wird und die Mitoserate nicht mehr
berlcksichtigt.3! Die dermale Mitoserate soll aber weiterhin bei allen MM angegeben
werden und soll unter anderem bei der Indikationsstellung zur SLND bei Breslow
=0,8/<1,0 mm bertcksichtigt werden. In der N-Kategorie werden Mikrosatelliten,
Satelliten und In-transit Metastasen neu als N1c, N2c oder N3c kategorisiert,
basierend auf der Anzahl der tumorbefallenen regionalen Lymphknoten. In der M-
Kategorie wird neu jede Unterkategorie sowohl durch den anatomischen Ort der
Fernmetastasierung als auch durch den Wert der LDH (bezeichnet als "0" fur "nicht
erhoht" und "1" fur "erhoht") definiert. Die histopathologischen Merkmale des SLN
stellen zwar weiterhin kein formales Staging-Kriterium dar, werden aber von den
Autoren als entscheidend fur die Entwicklung zukunftiger prognostischer Modelle fur
Patienten mit regionaler Metastasierung bezeichnet.3?

1.1.3 Therapiemdoglichkeiten
Die wichtigste therapeutische MalRnahme ist und bleibt eine maoglichst frihe

Diagnosestellung sowie eine schnellstmogliche und komplette chirurgische Entfernung
des Primartumors.2% 33 Hierfiir sollte die vollstandige Exzision des Primarius mit einem
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Sicherheitsabstand erfolgen, um das Risiko eines Lokalrezidivs zu minimieren. Die
Wahl des jeweils konkreten Sicherheitsabstandes wird immer wieder diskutiert und
aktuell fir MM bis 2 mm mit einem Sicherheitsabstand von 1 cm empfohlen und fur
MM > 2 mm mit 2 cm empfohlen.® Die Mortalitat und das Auftreten von Fernmetastasen
kann hierdurch jedoch nicht nachweislich beeinflusst werden.®* Als wichtigster
prognostischer Faktor gilt, ob Metastasen im SLN vorhanden sind oder nicht.?® Die
Sentinel Lymphknoten Diagnostik (SLND) ist daher in der aktuellen S3 Leitlinie
Melanom ab einer Tumordicke von 1,0 mm und bei Vorliegen von zusatzlichen
Risikofaktoren auch schon bei dunneren Melanomen (Breslow 20,8/<1,0mm)
empfohlen. Im Gegensatz zu den deutschen Leitlinien wurde in der neusten Version
der Leitlinien der AJCC die Grenze zur Empfehlung eines SLND von 1 mm auf 0,8 mm
herunter korrigiert. Begrundet wird dies dadurch, dass insgesamt sehr wenige
Patienten (<5%) mit einem nicht ulzerierten MM < 0,8 mm SLN Metastasen entwickeln,
diese hingegen bei etwa 5-12% der Patienten mit einem MM welches 0,8-1,0 mm dick
ist auftreten.? 32 Bei Patienten mit einem positiven SLN konnte in der erst kirzlich
veroffentlichten multizentrischen Studie MSLT-Il nach sofortiger kompletter
Lymphknotendissektion (CLND) im Vergleich zur sonographischen
Lymphknoteniberwachung eine niedrigere Lokalrezidivrate, jedoch kein Vorteil im
melanomspezifischen Uberleben gezeigt werden.®¢ Die Empfehlung zur CLND nach
positiver SLND ist daher eher zuruckhaltend zu stellen, sollte von weiteren
Risikofaktoren des Primarius, des Patienten und des SLN abhangig gemacht werden
und fur jeden Patienten individuell diskutiert werden. Bei bereits makroskopisch
detektierten Lymphknotenmetastasen sollte sie hingegen durchgefiihrt werden.?7: 38
Falls eine CLND durchgefuhrt wird, sollte sie zur Vermeidung eines Rezidivs eine
abhangig von der Lymphknotenregion variierende und nicht einheitlich festgelegte
Mindestanzahl an Lymphknoten beinhalten, was allerdings dazu fuhrt, dass nach
CLND eine Komplikationsrate von bis zu 48% beschrieben wird.3® 4 Unerwiinschte
Nebenwirkungen einer CLND stellen chronische Lymphddeme, Wundinfekte,
Sensibilitatsausfalle, Bewegungseinschrankungen sowie eine eingeschrankte
immunologische Leistungsfahigkeit dar.4" 42 Die Indikation zur CLND ist daher auch
zum Erhalt der Lebensqualitat der Patienten nur nach kritischer Prifung der Vor- und
Nachteile zu stellen.*®> 44 Falls eine CLND durchgefiihrt wird und drei oder mehr
Lymphknoten befallen sind, die Metastasen die Kapsel penetrieren oder sehr grol3e
Lymphknotenmetastasen vorliegen, sollte eine adjuvante Radiotherapie der
Lymphabflussregion erfolgen, wobei hierdurch die lokale Tumorkontrolle verbessert
werden kann, nicht aber das Gesamtiiberleben.45 46

In der Behandlung von Patienten mit Progress der Erkrankung und
Fernmetastasierung des MM gibt es in den letzten 10 Jahren enorme Fortschritte in
der systemischen Therapie zu verzeichnen.

Hochdosiertes Interferon alpha nach Resektion eines MM galt lange Zeit als
Goldstandard, allerdings konnte als Monotherapie nur ein geringer Einfluss auf das
Gesamtuberleben und das rezidivfreie Intervall nachgewiesen werden, bei einem
gleichzeitig hohen Risiko fiir toxische Effekte.*” ¢ Eine adjuvante Chemotherapie mit
Dacarbazine bei metastasiertem MM zeigte in prospektiven klinischen Studien keinen
Vorteil im Gesamtiberleben und wird daher nicht mehr als Monotherapie empfohlen.*®
Seit 2011 sind neue Behandlungsmoglichkeiten fur metastasierte MM, basierend auf
einem erweiterten Verstandnis der Tumorbiologie, onkogenen Mutationen und der
Immunuberwachung auf dem Markt. Die sogenannte zielgerichtete Therapie (BRAF-
Inhibitoren, MEK-Inhibitoren) und die Immuntherapie (Anti-CTLA4, Anti-PD1)
verbessern nachweislich das Gesamtuberleben und finden bereits Anwendung in der
klinischen Routine.47: 0

10
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BRAF-Inhibitoren haben den Vorteil hoher Ansprechraten bei schnellem Wirkeintritt,
sind aber durch die unvermeidliche Entwicklung von Resistenzen begrenzt. Etwa 50%
der kutanen Melanome weisen eine onkogene BRAF-Mutation auf, die zu einer
konstitutiven Aktivierung des MAPK/ERK-Signalwegs fiihrt.5 52  Spezifische
Inhibitoren von mutiertem BRAF (Bsp. Vemurafenib, Dabrafenib) alleine oder mit
hoherer Wirksamkeit in Kombination mit nachgeschalteten MEK-Inhibitoren (Bsp.
Vemurafenib plus Cobimetinib, Dabrafenib plus Trametinib) haben bei Patienten mit
BRAF-mutantem, inoperablem oder metastasierendem MM einen erheblichen Nutzen
gezeigt.

Die Immuntherapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren hingegen hat zumindest bei
Monotherapie niedrigere Ansprechraten bei langsamerem Wirkeintritt, hat aber den
Vorteil, dass sie potenziell langanhaltende Reaktionen von drei oder mehr Jahren
bieten kann.>® CTLA-4 ist ein negativer Regulator der Immunantwort.>* Anti-CTLA-4-
Antikorper (Bsp. Ipilimumab) hemmen gleichzeitig die Aktivitat von regulatorischen T-
Zellen und verbessern die Effektor-T-Zellfunktion zur Forderung einer antitumoralen
Immunantwort.%% %6 Bei Patienten mit inoperablem oder metastasierendem Melanom
kann durch die Therapie mit Ipilimumab das Gesamtlberleben verbessert werden.
Ipilimumab fuhrt bei etwa 20% der Patienten zu einer langfristigen
Krankheitskontrolle.53

Der PD-1-Rezeptor der Zelloberflache wird von T-Zellen bei Antigen-Exposition
exprimiert und reguliert die Effektorphase der T-Zellen negativ, indem er an seinen
Liganden PD-L1 auf benachbarten Zellen bindet. PD-L1 wird oft von Melanomzellen
uberexprimiert, was zur Vermeidung der Immunerkennung und einer eingeschrankten
Effektor-T-Zellfunktion fuhrt. So koénnen anti-PD-1-Antikorper (Bsp. Nivolumab,
Pembrolizumab) die antitumorale Immunantwort verbessern, indem sie die PD-1/PD-
L1-Interaktion blockieren.>” Bei Patienten mit inoperablem oder metastasierendem
Melanom konnte durch beide Antikdrper eine uberlegene Wirksamkeit gegenuber
Chemotherapie oder Ipilimumab belegt werden.58 59

Auch in der adjuvanten Therapie des fortgeschrittenen Melanoms sind
Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Nivolumab und Kombinationen von BRAF-
Inhibitoren mit MEK-Inhibitoren wirksame Arzneimittel. Beide Therapien verlangern
das rezidivfreie Uberleben signifikant und sind seit 2018 zur adjuvanten Therapie bei
Lymphknotenbeteiligung bzw. im Stadium Il auch nach vollstandiger Tumorresektion
in Europa zugelassen. Insbesondere im adjuvanten Setting sind jedoch die
Nebenwirkungen zu bericksichtigen. So starben in einer adjuvanten Therapiestudie
bei der Ipilimumab 10mg/kg KG verabreicht wurden 1,1% der behandelten Patienten
an Immun-assozierten Therapienebenwirkungen.®®

Zusammenfassend sind, mit der sich aktuell schnell verandernden Landschaft der
systemischen Behandlungsoptionen, eine mdglichst genaue Einschatzung des
individuellen Risikoprofils und eine interdisziplinare Entscheidungsfindung essentiell,
um die jeweils beste Therapiestrategie unter Berucksichtigung der potenziellen
Wirksamkeit und Nebenwirkungen fur den einzelnen Patienten zu finden.

1.2 Der Sentinel Lymphknoten

Der Sentinel Lymphknoten (sentinel; Englisch der Wachtposten) oder synonym
Schildwachterlymphknoten ist der erste Lymphknoten im Abflussgebiet eines Tumors
und ist ein Indikator daftr, ob eine gesamte Lymphknotenregion mit Metastasen
befallen ist oder nicht.3> 664 Da Melanome mit einer sehr guten Heilungsrate
einhergehen, wenn sie lokal begrenzt sind, die 5-Jahresuberlebensrate bei einer
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Aussaat in die lokale Lymphknotenregion aber nur noch 29% und bei Fernmetastasen
sogar nur noch 7% betragt, hat eine Kontrolle der Tumorausbreitung beim Staging von
Melanomen oberste Prioritat.4! 42 65 Erst durch die Einfilhrung der SLND kann bei
einem grofen Teil der Patienten von einer CLND abgesehen werden und damit eine
komplikationsreiche Ubertherapie vermieden werden.5®

Durch die SLND ist nicht nur mit moglichst wenig Invasivitat ein genaues Staging und
eine genaue prognostische Vorhersage moglich, es gibt zudem Hinweise darauf, dass
Patienten, die sich einer SLND unterziehen, eine geringere Rate an MM Rezidiven
haben und ein langeres melanomspezifisches Uberleben bei MM mit mittlerer Dicke
aufweisen .36 67

Der Stellenwert der SLND wurde in den vergangenen Jahren in multiplen Studien
bestatigt und ist heute Standard in der Diagnostik von MM mit einer Tumordicke =1,0
mm und bei dinneren MM bei Vorliegen von zusatzlichen Risikofaktoren wie einer
Ulzeration oder erhohten Mitoserate des Primarius.?* Das Ergebnis der SLND wird als
wichtigster prognostischer Faktor angesehen, obgleich Patienten mit positivem SLN
ein heterogenes Kollektiv darstellen. Die Bedeutung des SLN Status hat zudem in den
letzten 2 Jahren stark zugenommen, da die Indikation zu einer adjuvanten Therapie
mit Immuncheckpoint-Inhibitoren oder zielgerichteter Therapie in vielen Fallen durch
den Status des SLN bestimmt wird. Eine weitere Subklassifizierung von Patienten mit
positvem SLN anhand von histologischen Merkmalen der SLN Metastase ist daher
erstrebenswert, um eine verbesserte Selektion der adjuvant zu therapierenden
Patienten zu erreichen.

1.2.1 Geschichte der Sentinel Lymphknoten Diagnostik

Schon fruh in der Medizingeschichte gibt es Berichte daruber, dass Tumorzellen
regionale Lymphknoten befallen konnen. Wie dies funktioniert, war allerdings lange
Zeit ein Ratsel. Ende des neunzehnten Jahrhunderts erklarte der deutsche Pathologe
Rudolf Virchow als einer der Ersten, dass Lymphe von egal welchem Gebiet des
Korpers uber Lymphgefale in eine Lymphdrise drainiert und dort gefiltert wird. In
seinen Aufzeichnungen beschrieb er, dass immer zuerst eine Lymphdruse befallen ist,
in die die Lymphgefalle eines Tumors zuerst abflieRen. Erst danach werden die
restlichen Lymphdriisen der Region befallen.®® Seine Annahme basierte auf der
Beobachtung, dass Kohlepigmente von einem Tattoo auf dem Arm eines Seemanns
bei dessen Autopsie genau einen Lymphknoten im Abflussgebiet gefarbt hatten.®® Die
Filterfunktion der Lymphknoten zeigte darUber hinaus detailliert Gilchrist am
Tiermodell. Er injizierte Hunden und Hasen eine Farbsuspension und konnte dadurch
zeigen, dass eine lymphatische Filterung stattfindet.”® Selbiges beschrieben Zeidmann
und Buss mit Tumorzellen, indem sie diese in popliteale afferente Lymphgefalle eines
Kaninchens injizierten.”" Mit dem dadurch gewonnenen Wissen tber Anatomie und
Physiologie der Lymphgefalle begannen Kliniker vermehrt eine lokale
Tumorbehandlung durch eine chirurgische Exzision regionalen Lymphknoten zu
erganzen, um damit die Moglichkeit einer kompletten Tumoreradikation zu erhdhen.
Beispielsweise der britische Chirurg Herbert Snow publizierte 1892 einen Artikel, in
dem er eine CLND bei Patienten mit MM ungeachtet des klinischen
Lymphknotenbefundes befiirwortete.”? Die Kombination einer Exzision des
Primartumors mit einer kompletten Lymphknotenexzision fand im Laufe der Zeit in
vielen Gebieten Anwendung, u.a. bei Karzinomen der Kopf- und Halsregion, sowie bei
Brust- und gastrointestinalen Tumoren.” Weil allerdings viele Patienten mit negativem
Lymphknotenbefund von der Operation nicht profitierten und noch dazu das Risiko von
Komplikationen der CLND hoch war, wurde die elektive CLND schon bald kritisch
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gesehen.?” Mit Einfihrung des SLN Konzepts wurde eine Prozedur verfligbar, die mit
minimaler Invasivitat die Ausbreitung von okkulten Lymphknoten Metastasen
darstellen konnte. Die Technik zur Darstellung von Lymphgefal3en wurde bereits 1896
von dem rumanischen Anatomen, Radiologen und Chirurgen Dimitrie Gerota durch
Anwendung eines blauen Farbstoffes beschrieben.” 1953 demonstrierte Shermann,
dass ein radioaktiver Marker, in die Haut injiziert, zum regionalen Lymphknotengebiet
abfliet und dort wieder aufgefunden werden kann.”> Obwohl die Grundbausteine
schon lange bekannt waren, veroffentlichten Morton und Kollegen die Methode der
SLND, wie sie heute bei Melanomen Anwendung findet, detailliert erst 1992.7¢ In den
folgenden Jahren wurden zahlreiche Studien zur SLND durchgefuhrt, die die
Wertigkeit der Methode belegen.30-32 35.66,67, 77

1.2.2 Anatomie des Lymphsystems

Die Anatomie des Lymphsystems ist eng mit der des peripheren Gefallsystems
verknupft. Es funktioniert, indem es unilateral Lymphflissigkeit in das Gefallsystem
zuruckfuhrt, worlber sie teilweise ausgeschieden wird. Lymphknoten dienen hierbei
als Filter der Lymphe und als Lymphozytenspeicher. Sie sind damit ein wichtiger
Bestandteil des lympho-retikularen Systems, zu dem beispielsweise auch die Milz, der
Thymus und die Tonsillen zahlen. Die Lymphflussigkeit wird aus der Peripherie
drainiert, Uber die afferenten Gefasse zu den Lymphknoten transportiert und dort
zuerst Uber den Randsinus, dann Uber den Rindensinus und letztendlich Uber den
Marksinus geleitet.”® Die Theorie, dass subkapsular gelegene Metastasen des MM ein
besseres Outcome haben kénnen, ist vorstellbar.”®: 80

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anatomie eines Lymphknotens und immunhistochemische
Farbung eines SLN mit vorwiegender Metastasierung durch ein Melanom im Bereich des Randsinus.
a) Afferentes Lymphgefalk b) Randsinus c) Rindensinus d) Marksinus e) Efferentes Lymphgefal3.

1.2.3 Technik zum Auffinden des Sentinel Lymphknotens

Heutzutage ist die SLND ein Routineverfahren zum Staging von Melanomen in einem
frihen Stadium mit einer vertikalen Tumordicke ab 1,0 mm nach Breslow, aber auch
bei kleineren Melanomen mit einem erhdhten Risiko zur Tumoraussaat.2* 77. 81. 82
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AuRer bei Melanomen findet die Lymphknoten Diagnostik auch beim
Mammakarzinomen in der klinischen Routine Anwendung. Fur diverse andere
Malignome, wie Vulvakarzinomen, Peniskarzinomen, Lungenkarzinomen, sowie
teilweise bei kolorektalen und gastrointestinalen Tumoren wurden Sentinel Konzepte
in der Vergangenheit erprobt, konnten sich aber nicht durchsetzen.83

Einen Tag vor Entnahme des SLN wird ein radioaktiver Tracer, meist Technitium-99-
markiertes Humanalbuminkolloid, aber auch Schwefelkolloid, Nanokolloid oder
Zinnsulfid, um den Primartumor injiziert, welcher entlang der Lymphbahnen zum SLN
abflielt. Eine dynamische Lymphabfluss-Szintigraphie zeigt praoperativ auf, in welche
Lymphabflussregion der Tumor drainiert wird. Auch ein Drainieren des MM in mehrere
Lymphabflussregionen oder das Uberspringen einer Lymphknotenstation sind
theoretisch moglich. Vor allem bei der Bewertung der Lymphdrainage aus MM der
distalen oberen und unteren Extremitat mussen alle Abflussstationen bis zum Stamm
untersucht werden, da an diesen Stellen haufig eine doppelte Drainage vorliegt. Ca.
25% der Patienten weisen zudem mehr als einen SLN auf.34 Zusatzlich kann vor
Operationsbeginn ein blauer Farbstoff (Bsp. Lymphazurin) um den Primartumor
injiziert werden, um den SLN intraoperativ einfacher auffinden zu kénnen.8 Durch eine
Kombination der Farbstoffmarkierung und der radioaktiven Markierung kann der SLN
am prazisesten aufgespurt werden.®® Alternativ zur Farbstoffmarkierung stellt auch die
fluoreszierende Lymphangiographie mit Indocyanin Grun eine alternative Bildgebung
mit hoher Sensitivitat dar.®®6 Zudem konnte in groRen Patientengruppen gezeigt
werden, dass v.a. bei Tumoren mit Lymphabfluss in mehrere Lymphabflussregionen
eine SPECT/CT Voruntersuchung nutzliche Informationen bringen kann, um alle SLN
aufzuspiiren.?’ Intraoperativ kann der SLN mit einer Gammasonde durch die Haut
aufgespurt und durch eine kleine Inzision geborgen werden. Per definitionem ist jeder
Lymphknoten, der im Vergleich zu seiner Umgebung blau verfarbt oder/und radioaktiv
ist, ein SLN. Dies kann zu einer schweren Abgrenzung von SLN und Nicht-SLN und
damit bei verschiedenen Operateuren zu einer unterschiedlichen Anzahl von
entnommenen SLN fiihren.88 Nach operativer Bergung werden der/die SLN
pathologisch aufgearbeitet und mit Hamatoxylin-Eosin (H.E.) und mit verschiedenen
immunhistochemischen Markern (Bsp. S100, HMB45, Melan-A/ MART1) gefarbt, um
eine Mikrometastasierung nicht zu Ubersehen. Wenn die immunhistochemische
Farbung (IHC) nicht routinemalig durchgefuhrt wird, werden etwa 12% der positiven
SLN als tumor-negativ eingestuft.®8 Es wird daher empfohlen, separate Abschnitte IHC
zu farben, beispielsweise mit Antikorpern gegen das S100 Protein und HMB 45. HMB
45 ist das spezifischere Epitop, aber etwa 20% der MM exprimieren es nicht.® Fir
diesen Fall wird HMB 45 mit S100 kombiniert, was den Vorteil hat, dass es mit dem
Zytoplasma und den Kernen von 100% der MM reagiert. Der Nachteil von S100 ist,
dass es nicht spezifisch fur MM Zellen ist. Es farbt auch dendritische Zellen des
Paracortex, Schwann-Zellen, Naevozyten in der Kapsel und Trabekel von
Lymphknoten. Weitere melanozytare Antikorper wie MART-1/Melan-A oder SOX10
kobnnen zusatzlich eingesetzt werden weisen jedoch ebenfalls mogliche
Kreuzreaktionen mit anderen Zelltypen auf und konnen in einem geringen Anteil von
MM auch nicht exprimiert sein.®° Es ist daher immer ratsam mehrere der genannten
Antikorper einzusetzen, um eine moglichst hohe Sensitivitat und Spezifitat zu
erreichen. Eine intraoperative Schnellschnittuntersuchung, wie sie bei anderen
Karzinomen durchgefuhrt wird, hat sich wegen einer hohen Rate an kryostatischen
Artefakten, sowie einer Unsicherheit Uber die Rate an falsch-negativen Befunden, in
der Diagnostik von Mikrometastasen beim MM nicht durchgesetzt.42 1-93
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1.2.4 Klassifikation von Sentinel Lymphknoten Metastasen

In den aktuell gultigen AJCC Leitlinien konnten erstmals Langzeituntersuchungen zu
Patienten, die mit der SLND kategorisiert wurden, eingeschlossen werden. Neben der
Tumordicke nach Breslow, der Ulzeration sowie der Anzahl der mit Metastasen
befallenen Lymphknoten, zeigte sich eine Unterteilung in klinisch okkulte
Mikrometastasen versus Kklinisch auffallige Makrometastasen als unabhangiger
pradiktiver Faktor fir das Gesamtiiberleben von Patienten in Stadium 111.2* Obwohl
Patienten mit positivem SLN eine heterogene Gruppe in Hinblick auf die Prognose
darstellen und einige Studienresultate darauf hinweisen, dass sich die Tumorlast, das
Befallsmuster und andere histologische Merkmale auf die Prognose der Patienten
auswirken, werden sie in den AJCC Leitlinien nicht weiter unterteilt.®*-%¢ Ob und welche
Merkmale von SLN Metastasen bei der histologischen Begutachtung der Praparate
erhoben werden sollen, ist bisher nicht einheitlich geregelt. Ein mogliches
Klassifikationssystem stellt die Rotterdam Klassifikation dar. Hier wird die SLN
Metastase nach inrem grofiten Durchmesser in drei Stufen eingeteilt.%” 98
Eine andere Moglichkeit ist die Tumorlastmessung anhand der Zellzahl des grofdten
Tumornestes, welche von einer einzigen Zelle bis zu Clustern von Millionen von Zellen
reichen kann, zu bestimmen.®®: 1°° Ein weiteres vierstufiges Konzept (S 0-S 3) stellt die
Augsburg S-Klassifikation dar, die 2001 publiziert wurde und die Anzahl der befallenen
SLN, sowie die Eindringtiefe der Tumorzellen ab der Lymphknotenkapsel in Millimetern
einschlielt.’®" Die vereinfachte S-Klassifikation (S 0-S Ill), in die nur noch die
Eindringtiefe der Tumorzellen inbegriffen ist, wurde 2004 publiziert und zeigt eine
signifikante Korrelation mit der Ausbildung von Fernmetastasen, sowie mit dem
Gesamtiiberleben der untersuchten Kohorte.'® Dewar und Kollegen beschrieben
ebenfalls 2004, dass das Befallsmuster der SLN eine Auswirkung auf den Befall
nachfolgender Lymphknoten haben kann. In der untersuchten Kohorte, in der alle
Patienten eine SLND und nachfolgend eine CLND erhielten, zeigten sich bei keinem
der Patienten mit subkapsular gelegener Metastase des SLN zusatzliche
Lymphknotenmetastasen.®® In Anlehnung an die Erkenntnisse der Dewar
Klassifikation und daran, dass in vielen Studien gezeigt werden konnte, dass kleine
SLN Metastasen eine potentiell bessere Prognose haben, folgte 2011 die ,Rotterdam
Dewar Combined” (RDC) Klassifikation. Die RDC Klassifikation enthalt die Rotterdam
Kriterien mit denselben Cut-off Werten und unterteilt diese wiederum in eine
subkapsulare versus nicht-subkapsulare Lage.”® Die Hannover Klassifikation
identifiziert Patienten mit einer schlechten Prognose anhand eines vierstufigen
Punktesystems, welches die Kapselinfiltration, das grof3te Tumornest in Zellzahl und
die Eindringtiefe der Tumorzellen einschlieRt.'® Eine weitere Modifizierung der
Hannover Klassifikation besteht in der 2010 publizierten Hannover Il Klassifikation,
welche ebenso die Eindringtiefe der Tumorzellen, den Durchmesser des grofiten
Tumornestes und die Kapselinfiltration beinhaltet, die Patienten aber nur in drei
Gruppen einteilt und einen anderen Cut-off Wert fiir das groRte Tumornest festlegt.'%
(s. detailliert Kapitel 2.3) In den aktuellen deutschen S3 Leitlinien zum MM wird die
routinemassige Erhebung von Navus- oder Melanomzellen, der grosste Durchmesser
der Mikrometastase und im Falle eine Nachweises von Melanomzellen die Angabe
von prognostisch wichtigen Markern im histologischen Befundbericht empfohlen.
Aktuell werden folgende prognostisch wichtige Marker zur Erhebung empfohlen:

1. Maximale Eindringtiefe der Tumorzellen

2. Infiltration von Tumorzellen in die Lymphknotenkapsel

3. Ansammlung von Melanomzellen in Lymphgefassen ausserhalb des

Lymphknotens (Lymphangiosis)'%®
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1.3 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Alleine in den USA wurden fur 2019 Uber 7.000 Todesfalle aufgrund eines MM
erwartet.'® Verbesserte Behandlungsmdglichkeiten des MM sowie ein besseres
Verstandnis der beteiligten Mechanismen und Risikofaktoren, die zur Metastasierung
fuhren, sind daher von hoher Relevanz und Gegenstand der aktuellen Forschung. Da
kurzlich mehrere neue systemische Therapien zur adjuvanten Behandlung zugelassen
wurden und diese Therapien relevante, teils todliche Nebenwirkungen aufweisen
konnen, ist eine moglichst genaue, patientenspezifische Risikoeinschatzung dieser
Patientengruppe besonders wichtig. Die SLND hat sich bewahrt, um die 10-30% der
Patienten mit klinisch unauffalligem Lymphabflussgebiet (cNO Stadium), jedoch
positivem SLN, zu identifizieren.'” Bei Patienten, die eine SLND erhalten haben, gilt
das Vorhandensein oder Fehlen von Metastasen im SLN als wichtigster
prognostischer Faktor. Dass nicht alle Patienten mit positivem SLN von einer CLND
profitieren, konnte erst kurzlich in einer gro® angelegten multizentrischen Studie
gezeigt werden.% Dies unterstreicht die Annahme, dass Patienten mit positivem SLN
prognostisch gesehen ein sehr heterogenes Patientengut darstellen. Es wurden daher
bereits in der Vergangenheit multiple Versuche unternommen, Patienten mit positivem
SLN durch histopathologische Merkmale zu subklassifizieren und damit
Hochrisikopatienten, die von einer weiteren operativen und/oder systemischen
Therapie profitieren, zu identifizieren.®95-% Es ist jedoch weiterhin unklar, welche
histopathologischen Parameter des SLN in der klinischen Routine erfasst werden
sollten und die grote prognostische Aussagekraft haben.

Die Fragestellung dieser Arbeit ist daher, ob bestimmte histopathologische Merkmale
und/oder die verschiedenen bisher publizierten Klassifikationssysteme bei SLN
Metastasen des MM miteinander und mit etablierten, prognostisch-relevanten
klinischen und histologischen Parametern sowie der Prognose der Patienten
korrelieren.

Hierfur erfolgte die mikroskopische Auswertung und histopathologische Klassifikation
aller SLN Praparate aller aufeinanderfolgenden Patienten, die am Universitatsklinikum
Mannheim in den Jahren 2002 bis 2012 die Diagnose einer Metastase eines MM in
der SLND erhalten haben. Zur Gewahrleistung einer einheitlichen Klassifikation
wurden die histologischen Schnittpraparate sowie die immunhistochemischen (IHC)
Farbungen aller Patienten retrospektiv neu bewertet und hinsichtlich vorgangig
definierter histopathologischer Merkmale und verschiedener bereits bestehender
Klassifikationssysteme eingeteilt. Zudem haben wir als neuen, einfach zu erhebenden
Parameter die Mitoserate der Metastase des SLN bestimmt. Die an den SLN
Praparaten erhobenen Parameter wurden mit den erhobenen Parametern des
Primarius und dem Gesamt-, dem melanomspezifischen- und dem krankheitsfreien
Uberleben der Patienten korreliert.

Insgesamt soll so der Stellenwert histopathologischer Parameter und

Klassifikationssysteme  positiver SLN  fur die  Prognose und  ggf.
Therapieentscheidungen beim MM gepruft werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

Diese Studie wurde als retrospektive, monozentrische Studie konzipiert.
Eingeschlossen wurden alle aufeinanderfolgenden Patienten, die zwischen dem 1.
September 2002 und dem 31. Januar 2012 in der Klinik fur Dermatologie und
Venerologie am Universitatsklinikum Mannheim mindestens ein MM der Haut
diagnostiziert bekamen und bei denen die SLND einen oder ggf. mehrere befallene
SLN ergab. Dokumentiert wurden anhand von vorgangig erstellten Checklisten (Abb.
2) die epidemiologischen, diagnostischen und therapeutischen Daten der Patienten
sowie eine mogliche Progression der Erkrankung. Hierfir wurden die Patientenakten
aus dem dermatologischen Ambulatorium und dem dermatologischen Archiv
herangezogen und die Patientendaten retrospektiv erhoben. Bei unvollstandiger
Datenerfassung wurden die Hausarzte der Patienten oder die Patienten selbst zur
Vervollstandigung der Daten kontaktiert.

Nach vollstandiger Datenerfassung wurden die histologischen Schnitte aller SLN der
eingeschlossenen Patienten erneut mikroskopisch und makroskopisch begutachtet.
HierfUr wurde zur Vereinheitlichung der Befunderhebung vorgangig ebenfalls eine
Checkliste erstellt (Abb. 5). Diese Checkliste wurde anhand einer zuvor
durchgefuhrten ausgiebigen Literaturrecherche via pubmed erstellt. Bereits
bestehende histologische Klassifikationssysteme fur SLN Metastasen wurden in die
Checkliste aufgenommen, zusatzlich wurden eigens erarbeitete Merkmale erfasst. Im
Anschluss erfolgten die statistische Auswertung und Korrelation der Daten.

Aus der Studie ausgeschlossen wurden Patienten, bei denen bei Diagnosestellung
oder vor der SLND bereits ein klinischer oder sonographischer Verdacht auf eine
Lymphknotenmetastasierung oder bereits eine Fernmetastasierung bestand.
Ebenfalls ausgeschlossen wurden Patienten, wenn die histologischen Praparate
aufgrund Ausbleichung, Verschmutzung oder unvollstandiger Praparate nicht
zuverlassig ausgewertet werden konnten.

2.1.1 Datenerhebung Malignes Melanom und Sentinel Lymphknoten

Anhand der Patientenakten aus der dermatoonkologischen Ambulanz und der
Operationsberichte wurde das Geburtsdatum der Patienten, sowie das Datum der
SLND erfasst und somit das Alter der Patienten zum Operationszeitpunkt bestimmt.
Die Lokalisation des Melanoms (mit Unterscheidung zwischen oberer und unterer
Extremitat, Kopf- und Halsregion, sowie Stamm), die vertikale Tumordicke nach
Breslow mit dem daraus resultierenden pT Stadium gemal der siebten Auflage der
AJCC Kilassifikation (T1<1,00 mm, T2 1,01-2,00 mm, T3 2,01-4,00 mm, T4 >4,00 mm),
der histologische Subtyp (SSM, NM, LMM, ALM und MM nicht naherer Klassifikation)
sowie der Ulzerationsstatus und die Regression wurden ebenfalls anhand der
Pathologieberichte dokumentiert. Dartuber hinaus wurden die Infiltrationstiefe nach
Clark, die Mitoserate das Primarmelanoms sowie der Mutationsstatus und eine
allenfalls angeschlossene Immuntherapie mittels beispielsweise Ipilimumab oder
Vemurafenib erhoben. Zudem wurde das Erstdiagnosedatum mit initialem AJCC
Stadium sowie der Zeitpunkt des Eintretens ins Stadium IV mit Lokalisation der
Metastase, Art der Metastase und der Zeitpunkt des Versterbens dokumentiert. Fur
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die SLN wurde die Anzahl der entnommenen SLN und die Region der SLND erfasst.
Es wurde dokumentiert, ob nachgangig eine CLND erfolgte oder nicht und ob diese
weitere positive Lymphknoten zeigte. Bei Patienten mit mehreren MM wurde entweder
das MM in die Studie eingeschlossen, welches den positiven SLN zeigte oder, wenn
beide MM einen positiven SLN zeigten, das MM mit dem hoheren pT Stadium.

Patient
MM:

Daten

Geburt

Erstdiagnose

Resektion

Eintritt in Stadium 11l
Eintritt in Stadium IV
Tod

Stadien bei ED

Breslow (in mm)

Clark
Typ SSM
NM
LMM
ALM
MM nicht ndherer
Klassifikation
Mitoserate (pro mm?) <1 21
Ulzeration ja nein
Regression ja nein
Lage
AJCC (2009)
SLND:
Datum OP
Lokalisation

Ergebnis (x/y positiv)
CLND:

Datum OP
Lokalisation

Ergebnis

Metastase:

Datum Diagnose
Nummer Histologie
Lokalisation

Therapie

Bemerkungen:

Abbildung 2: Checkliste MM zur einheitlichen Datenerhebung.
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2.2 Sentinel Lymphknoten Diagnostik und Gewebaufarbeitung

Die SLN Exzision erfolgte nach der triple Technik.'%®® Grundsatzlich wurden Patienten
zunachst in der nuklearmedizinischen Abteilung anhand einer praoperativen
Lymphszintigraphie untersucht. Diese Untersuchung fand innerhalb von 24 Stunden
vor der Operation statt. Das Scannen erfolgte unmittelbar nach der intradermalen
Injektion von radioaktivem Techentium® um den Primartumor oder die Narbe der
Primartumorexzision fur ca. 10-15 Minuten und erneut nach 2 Stunden. Zweitens
wurde intraoperativ eine tragbare Gamma-Detektionssonde verwendet, um die
Position der SLN =zu Uberprufen. Drittens wurde Patentblau praoperativ im
Operationssaal um den Primartumor oder die Narbe der Primartumorexzision injiziert,
um die Identitadt der Lymphknoten zu Uberprufen. Ein Lymphknoten wurde als SLN
identifiziert, wenn er blau gefarbt war und/oder wenn er eine in situ Radioaktivitatszahl
von mindestens dem Dreifachen der Hintergrundmenge aufwies.'® In unserer Kohorte
wurden so zwischen einem und vier SLN exzidiert. Nach der SLN Exzision wurden die
Gewebeblocke jeweils in 4%-igem Formalin fixiert, anschlielend aus dem
umliegenden Fettgewebe freiprapariert und in 1-2 mm dicke Scheiben parallel zur
Langsachse des Lymphknotens lamelliert (Abb. 3). Alle Gewebeschnitte wurden dann
getrocknet und in Paraffinwachs eingebettet. Von dem in Paraffin eingebetteten
Gewebe wurden 1-2 ym dicke Schnitte jeweils fur die Hamatoxylin-Eosin (H.E.) und
die immunhistochemischen (ICH) Farbungen (anti-MART1, anti-HMB45 und in einigen
Fallen auch fur die anti-S 100) angefertigt. Das heif3t je nach Grof3e des Sentinel
Lymphknoten wurden pro Lymphknoten zwischen 3 und 33 Schnitte mikroskopiert.

P >
<« »

A1 TN

\ V|
Abbildung 3: Postoperative
Lamellierung eins SLN.

2.3 Histopathologie

Um eine optimale Vergleichbarkeit der histologischen Schnitte aller Patienten
erreichen zu konnen, wurden von Schnitten, welche nicht eindeutig beurteilt werden
konnten, entweder aufgrund von Farbeartefakten, aufgrund von ausgebleichten
Farbungen oder weil aufgrund des Alters der Schnitte eine andere Farbung verwendet
wurde, neue Paraffinschnitte angefertigt und in H.E., anit-Mart1, anti-HMB45 und bei
Bedarf anti-S100 gefarbt. Die Schnittpraparate aller Patienten wurden von zwei
Untersuchern unabhangig mit einem Olympus BX51-Mikroskop begutachtet und
Problemfalle wurden mit Standardfallen kombiniert von einem dritten unabhangigen
Untersucher beurteilt und im Anschluss besprochen. Bei Patienten mit mehreren
positiven SLN wurden alle Lymphknoten ausgewertet und jeweils der SLN mit dem
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starksten Tumorzellbefall in die Studie eingeschlossen. Erst nach Begutachtung der
Schnittpraparate wurden die erhobenen Daten jeweils mit den bereits vorhandenen
Pathologiebefunden verglichen und Diskrepanzen zum Vorbefund dokumentiert, aber
die erhobenen Daten nicht angepasst. Es wurden alle Paraffinschnitte eines SLN erst
makroskopisch, dann mikroskopisch in verschiedenen VergroRerungen begutachtet.
Zuerst wurde die Anzahl positiver SLN erhoben. AnschlieRend wurden die positiven
Lymphknoten auf allen Schnitten in zwei Ebenen (a und b) ausgemessen (Abb. 4). Der
maximal gemessene Durchmesser in zwei Ebenen des Lymphknotens wurde in die
Statistik mit aufgenommen. (Aus den erhobenen Paramatern wurde anhand der
Annahme, dass ein Lymphknoten annahernd die Form einer Ellipse aufweist, gemaf}
der Formel A=a-b-1r, das Gesamtvolumen des Lymphknotens berechnet.) Zudem
wurde der Anteil der Schnitte mit Tumorzellbefall an allen Schnitten pro Lymphknoten
erhoben, um so das Ausmal® des Lymphknotenbefalls in 3 Ebenen beurteilen zu
konnen.

Abbildung 4: Makroskopische Ausmessung eines SLN in 2 Ebenen. (Ebene a = 5,4 mm, Ebene b = 6,6
mm)

Im nachsten Schritt wurde das Befallsmuster der Lymphknotenmetastasen gemaf der
Einteilung nach Dewar et al. bestimmt.?° Ein subkapsulares Befallsmuster wurde
definiert als eine oder mehrere Metastase, die sich auf den subkapsularen Sinus
beschranken. Zeigten sich zu den vorwiegend im subkapsularen Sinus lokalisierten
Metastasen auch parenchymale Tumornester, so wurde die Ausbreitung als
kombiniertes Befallsmuster klassifiziert. Zeigten sich multiple diskrete Tumornester
unterschiedlicher Lokalisation, so wurden diese als multifokales Befallsmuster
klassifiziert. Ein parenchymales Befallsmuster wurde definiert als eine Metastasierung,
die vollstandig im parakortikalen Bereich des Parenchyms liegt. Alle Metastasen mit
einem Durchmesser >5 mm wurden als extensives Befallsmuster klassifiziert (Abb. 5,
6).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des  mikroskopischen  Befallsmusters  der
Lymphknotenmetastase. Originalabbildung aus der Erstpublikation von Dewar et al.®° a) Subkapsulares
Befallsmuster b) Parenchymales Befallsmuster c) Multifokales Befallsmuster d) Extensives
Befallsmuster e) Kombiniertes Befallsmuster.
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Abbildung 6: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von SLN mit a) subkapsularem
Befallsmuster b) parenchymalem Befallsmuster ¢) multifokalem Befallsmuster d) kombiniertem
Befallsmuster e) extensivem Befallsmuster.

Als nachstes wurde der maximale Durchmesser der gréten metastatischen
Ablagerung erfasst. Dieser wurde absolut erfasst und spater in verschiedene Gruppen
mit verschiedenen Grenzwerten eingeteilt. Hierbei wurden gréRere Zellverbande mit
einem Abstand zwischen den Zellen bis 0,1 mm als zusammenhangend betrachtet.
Zudem wurde die Zellzahl des gréfRten Tumornestes abgeschatzt und unterteilt in
Einzelzellen und <30 versus >30 Zellen (Abb. 7).

|Idun 7: Rsettive mikoskopisce ufnahmen von SLN mit a) groRtem Tumornest 3,6 mm,
Zellzahl >30 Zellen b) groRtem Tumornest 1,3 mm, Zellzahl >30 Zellen (Zellen mit einem Abstand <0,1
mm werden als zusammenhangendes Nest betrachtet).
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Die maximale Eindringtiefe der MM Metastase wurde von der Lymphknoten Kapsel bis
zur am tiefsten im SLN liegenden Tumorzelle erfasst (Abb. 8). Falls Zellen naher an
einem Trabekel als an der Kapsel lagen wurde beide Abstande gemessen und erfasst,
da dieser Fall in der Originalpublikation der S-Klassifikation nicht beschrieben wird."%!

Abbildung 8: Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von SLN mit a) maximaler Eindringtiefe von
0,4 mm. b)/c) maximaler Eindringtiefe von 0,8 mm versus <0,1 mm je nach Messung ab der Kapsel oder
ab einem Trabekel.

Zudem wurde das Vorhandensein einer Infiltration von Tumorzellen in die
Lymphknoten Kapsel dokumentiert (Abb. 9).
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Die erstmals durch uns untersuchte SLN-Mitoserate (SLN-MR) in Mitosen pro mm?
wurde mit der Hot-Spot-Methode, die auch fur die Bestimmung der Mitoserate beim
MM empfohlen wird, untersucht.?* Hierfir wurden zunéachst in der HE-Farbung alle
Lymphknotenmetastasen auf mitotische Aktivitdt untersucht und wenn Mitosen
gefunden wurden, wurde deren Anzahl pro mm? im Bereich der hdchsten mitotischen
Aktivitat durch Zahlen von Mitosen in funf benachbarten
Hauptgesichtsfeldern (HPF, engl. high-power field) bei 400-facher VergréRRerung
bestimmt. Der Durchmesser eines HPF betragt 0,5 mm. Die Gesamtflache von 5 HPF
kann somit nach folgender Formel berechnet werden:

A=(mxr?)x5=(mx (0,25 mm)?) x 5=1,0mm?

Um zu unterscheiden, ob Mitosen auf Entziindungszellen oder Melanomzellen
zurUckzufuhren sind, wurde eine Korrelation mit den entsprechenden IHC (anti-
Mart1/anti-HMB45) gefarbten Abschnitten durchgeflhrt (Abb. 10). Es wurden nur
Mitosen gezahlt, die hierdurch als Melanomzellen bestatigt wurden.
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A
Abbildung 10: Reprase

ntative mikrosk

opisc

he Aufnahm
=1 Mitose/mm?. a) Schnitt in H.E. Farbung. Metastase klassifiziert als Rotterdam Il, Augsburg I, SLN-
MR = 1/mm?2. b) IHC Farbung des in a) dargestellten Abschnittes mit Mart1. ¢) Schnitt in H.E. Farbung.
Metastase klassifiziert als Rotterdam Il, Augsburg Il, SLN-MR = 1/mm?2. d) Schnitt in H.E. Farbung.
Metastase klassifiziert als Rotterdam Il, Augsburg I, SLN-MR = 6/mm?.

von drei SLN mit eine

r SLN-MR

Jeder SLN wurde in der gleichen Reihenfolge und nach dem gleichen Schema, geman
der vorgangig erstellten Checkliste SLN erfasst (Abb. 11). Mikroskopische Aufnahmen
wurden mit einem Nikon Eclipse-Ci Mikroskop und einer Nikon DS-Fi2 Kamera

aufgenommen.
Patient Histonummer
Art der Infiltration Dewar:
Subkapsular ja nein
Parenchymal ja nein
Multifokal ja nein
Extensive ja nein
Kombiniert ja nein
Mitoserate (pro
mm?)
<1 pro mm? ja nein
21 pro mm? ja nein
GrofBtes Tumornest | Subkapsular: Rotterdam:
(mm) Parenchymal:
<0,1 ja nein
+ subkapsular Rotterdam/Dewar combined:
+ nicht
subkapsular
+ unbekannte
Lage
0,1-1,0 ja nein
>1,0 ja nein

GroRtes Tumornest
in Zellzahl

Hannover (0-3 Punkte):

Hannover II:
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<30 Zellen ja nein Groltes

Tumornest (mm):

230 Zellen ja (1P) nein <0,1

Kapselinfiltration ja (1P) nein 20,1 und 0-1
Punkt

Eindringtiefe der 20,1 und 2 Punkte

Tumorzellen (mm)

<2 ja nein

>2 ja (1P) nein

<0,3 ja nein Augsburg S:

0,3-1,0 ja nein

>1,0 ja nein

Mart1 Pos % Neg

HMB 45 Pos % Neg

$100 Pos % Neg

LK makroskopisch: Bemerkungen:

Abbildung 11: Checkliste SLN zur einheitlichen Erfassung histologischer Merkmale der MM Metastase.

2.3.1 Histologische Klassifikationssysteme des Sentinel Lymphknoten

Anhand der vorgangig erhobenen histologischen Parameter erfolgte die Einteilung in
folgende Klassifikationssysteme:

Rotterdam Klassifikation (basierend auf dem Durchmesser des grofdten
Tumorzellkonglomerates, mit verschiedenen Cut-off Werten):

Rotterdam I:

R I: <0,1 mm

R 1I: 0,1-1,0 mm
R 1I: >1,0 mm
Rotterdam II:

R I: <0,2 mm

R 1l: 0,2-1,0 mm
R 1I: >1,0 mm
Rotterdam llI:

R I: <0,3 mm

R 1I: 0,3-1,0 mm
R 1I: >1,0 mm
Rotterdam 1V:
R I: <0,4 mm

R 1l: 0,4-1,0 mm
R 1I: >1,0 mm
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Augsburg S Kilassifikation (basierend auf der maximalen Eindringtiefe der
Tumorzellen):

S 1: <0,3 mm
S11:0,3-1,0 mm
S >1,0 mm

Hannover/Hannover Il Klassifikation (basierend auf der Kombination der Tumorlast in
Zellzahl oder Durchmesser, der Eindringtiefe und der Kapselinfiltration):

Hannover Klassifikation (0-3 Punkte, jeweils ein Punkt fur):

- Kapselinfiltration
- Eindringtiefe >2 mm
- Tumorlast >30 Zellen

Hannover Il Klassifikation (ein Punkt jeweils fur Kapselinfiltration und Eindringtiefe
>2 mm):

Gruppe 1: groRtes Tumornest <0,1 mm, unabhangig von der Anzahl Punkte
Gruppe 2: grof3tes Tumornest 20,1 mm und 0-1 Punkte
Gruppe 3: groftes Tumornest 20,1 mm und 2 Punkte

Dewar Klassifikation (basierend auf dem Befallsmuster des Lymphknotens, s. Kapitel
2.3):

- Extensiv

- Subkapsular
- Kombiniert

- Multifokal

- Parenchymal

Modifizierte Dewar Klassifikationen (Dewar1):

- Extensiv
- Nicht extensiv

Modifizierte Dewar Klassifikationen (Dewar2):

- Subkapsular
- Nicht subkapsular

Rotterdam-Dewar kombiniert (RDC, engl. Rotterdam Dewar combined)
Klassifikation (basierend auf dem Durchmesser des grofdten Tumornestes und der
Lage der grof3ten Metastase des SLN):

- GroRRtes Tumornest <0,1 mm + subkapsular

- Grofltes Tumornest <0,1 mm + nicht-subkapsular

- GroRtes Tumornest 0,1-1,0 mm + subkapsular

- Groltes Tumornest 0,1-1,0 mm + nicht-subkapsular

- GroRtes Tumornest >1,0 mm + subkapsular oder nicht-subkapsular
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Fur die SLN-MR wurde zunachst statistisch der optimale Grenzwert ermittelt (s. Kapitel
3.4.2). Anschliefend wurde die SLN-MR jeweils mit der Rotterdam und der Augsburg
S Klassifikation kombiniert.

Binare SLN-MR Kilassifikation (basierend auf der Anzahl der Mitosen in funf
angrenzenden HPF, s. Kapitel 2.3):

SLN-MR1:
<1/mm?
21/mm?2

SLN-MR und Rotterdam kombiniert Klassifikation:

R IA: <0,1 mm + <1 Mitosen/mm?

R IB: <0,1 mm + =1 Mitosen/mm?2

R lIA: 0,1-1,0 mm + <1 Mitosen/mm?
R 1IB: 0,1-1,0 mm + =1 Mitosen/mm?
R IB: >1,0 mm + <1 Mitosen/mm?
R IB: >1,0 mm + =21 Mitosen/mm?

SLN-MR und Augsburg S kombiniert Klassifikation:

S 1A: <0,3 mm + <1 Mitosen/mm?

S IB: <0,3 mm + =21 Mitosen/mm?

S 1IA: 0,3-1,0 mm + <1 Mitosen/mm?
S 1IB: 0,3-1,0 mm + =21 Mitosen/mm?
S IlIA: >1,0 mm + <1 Mitosen/mm?
S 11IB: >1,0 mm + =1 Mitosen/mm?

2.4 Follow up

Alle Patienten erhielten eine routinemaliige Nachsorge gemaf den Empfehlungen der
Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (DDG) und der Arbeitsgemeinschaft fur
Dermatologische Onkologie (ADO) nach Mdglichkeit alle 3-6 Monate. Dokumentiert
wurde bei allen Terminen das Erstdiagnosedatum, die Lokalisation des Primarius, die
Tumordicke nach Breslow, das pT Stadium, stattgefundene chirurgische Eingriffe oder
medikamentdse Therapien. Zudem wurden B-Symptome erfragt und ein klinischer
Untersuchungsbefund inklusive Lokalstatus und Lymphknotenstatus erhoben. Je nach
Empfehlung erfolgte zudem ein Rontgenbild des Thorax, eine Sonographie des
Abdomens, Laborkontrollen inklusive S100 und ggf. eine weiterfuhrende Diagnostik
mittels CT, MRT, Knochenszintigraphie oder FDG-PET. Der letzte erhobene
Nachsorge Termin war im Marz 2015.

Als Endpunkte wurden folgende Ereignisse definiert:
1. Krankheitsfreies Uberleben

2. Melanomspezifisches Uberleben
3. Gesamtuberleben
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Als krankheitsfreies Uberleben wurde die Zeit bis zum ersten Auftreten eines
lokoregionalen Rezidivs oder des Auftretens zusatzlicher Lymphknoten- oder
Fernmetastasen nach der SLND definiert. Alle Ereignisse wurden auf den Tag genau
dokumentiert, um spater die Dauer bis zum Eintreffen des jeweiligen Endpunktes exakt
definieren zu konnen.

2.5 Statistische Verfahren

Fur qualitative Parameter wurden absolute und relative Haufigkeiten dargestellt. Fur
quantitative Parameter wurden der Mittelwert und die Standardabweichung oder der
Median zusammen mit der Spannweite berechnet. Korrelationen histologischer
Parameter und Klassifikationen des SLN mit Merkmalen des Primartumors wurden mit
dem Spearmans Korrelationstest bewertet. Fir jede Korrelation wurden der
Spearman-Korrelationskoeffizient und der p-Wert errechnet. Der Spearman
Rangkorrelationskoeffizient wurde dabei jeweils als sehr schwach (0,0-0,19), schwach
(0,2-0,39), malig (0,4-0,59), stark (0,6-0,79) oder sehr stark (0,8-1,0) eingestuft. SLN
Klassifikationen und histologische Parameter wurden mit dem Gesamt-,
melanomspezifischen und krankheitsfreien Uberleben durch den Logrank-Test und
durch univariable Cox-Regressionsanalysen korreliert. Daruber hinaus wurden
mehrere multivariable Cox-Regressionsmodelle verwendet, um den gleichzeitigen,
unabhangigen Einfluss mehrerer Parameter auf den jeweiligen Endpunkt zu testen.
Das Ergebnis eines statistischen Tests wurde als signifikant fur p <0,05 angesehen.
Fur p-Werte zwischen 0,05 und 0,10 wurde ein Trend zur Signifikanz festgestellt. Alle
statistischen Berechnungen wurden mit einer SAS-Software, Release 9.3 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefuhrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klinische Merkmale des Studienkollektivs

Insgesamt wurden zwischen September 2002 und Januar 2012 bei 419 Patienten in
der Klinik fur Dermatologie und Venerologie am Universitatsklinikum Mannheim ein
MM erstdiagnostiziert, wovon 107 (25,5%) Patienten einen positiven Befund in der
SLND aufwiesen. EIf Patienten mit positivem SLN konnten nicht in die Studie
eingeschlossen werden. Bei sechs dieser Patienten erwiesen sich die Befunde in der
erneuten Begutachtung der histologischen Schnitte als negativ. Dabei handelte es sich
bei vier der Falle um Farbeartefakte oder exogene Pigmentablagerungen im SLN. In
zwei der Falle handelte es sich retrospektiv um einen Kapselnavus. In drei Fallen
waren die Schnitte aufgrund von ausgebleichten Farbungen nicht mehr auswertbar,
oder sie waren zum Untersuchungszeitpunkt nicht auffindbar. Die befallenen
Lymphknoten von zwei Patienten erwiesen sich bei erneutem Aktenstudium als
Makrometastasen, sie wurden daher aus der Studie ausgeschlossen. Von den
ursprunglich 107 SLN positiven Patienten konnten folglich 96 Patienten in die Studie
eingeschlossen werden. Von den 96 in die Studie eingeschlossenen Patienten waren
41 (42,71%) weiblich und 55 (57,29%) mannlich. Das Alter der Patienten lag zwischen
24 und 84 Jahren, mit einem Durchschnittsalter von 56,6£12,6 Jahren und einem
Median von 59 Jahren (Tab. 5).

Klinische Parameter n %
Geschlecht Mannlich 55 57,29
Weiblich 41 42,71
Alter Mittelwert 56,6
Median 59,0
Minimum-Maximum 24,0-84,0
Standardabweichung 12,6

Tabelle 5: Alters- und Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs.

Das MM war am haufigsten an der unteren Extremitat Ilokalisiert (38
Patienten/39,58%), gefolgt von der Lokalisation am Stamm bei 37 Patienten (38,54%),
an der oberen Extremitat bei 16 Patienten (16,67%) und an der Kopf-Hals Region bei
lediglich funf Patienten (5,21%) (Abb. 12).
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Fallzahl Prozent
40 e 100%
35 90%

80%
30
T0%
25 60%
20 50%
15 40%
30%
10
20%
5 10%
0 0%
Untere Extremitat Stamm Obere Extremitat Kopf-Hals

Abbildung 12: Verteilung der MM nach Korperregion. (= kumulative Verteilung in Bezug auf alle
Tumoren. - Fallzahl der jeweiligen Kérperregion.)

3.2 Histologische Merkmale des Malignen Melanoms

Nach sorgfaltigem Studium der Patientenakten und der histologischen Befunde zeigte
sich bei unserer Kohorte ein durchschnittliches pT Stadium 3a nach AJCC 2009. Es
waren alle pT Stadien von 1a-4b im Patientenkollektiv vertreten (genaue Verteilung s.
Tab. 6). Die durchschnittliche Tumordicke nach Breslow betrug 2,85 + 2,36 mm, mit
einem Median von 2,20 mm. Dabei variierten die Tumordicken zwischen 0,7 mm und
9,0 mm.

Primarmelanom n %
pT-Stadium 1a 5 5,21
1b 7 7,29
2a 24 25,00
2b 7 7,29
3a 17 17,71
3b 15 15,63
4a 8 8,33
4b 13 13,54
pT-Stadium Mittelwert 3a
Median 3a
Minimum - Maximum 1a-4b
Standardabweichung eine Stufe
Breslow Mittelwert 2,85
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Median 2,20
Minimum-Maximum 0,70-9,00
Standardabweichung 2,36
Variationskoeffizient 196,94

Tabelle 6: pT Stadium nach AJCC 2009 und Tumordicke nach Breslow des Patientenkollektivs.

Die histologische Subklassifikation des Primarius ergab bei 39 Patienten ein NM
(40,63%), bei 34 Patienten ein SSM (35,42%), bei 12 Patienten ein ALM (12,50%) und
bei 2 Patienten ein LMM (2,08%). Bei 9 Patienten (9,37%) konnte das MM nicht
genauer histologisch klassifiziert werden (Abb. 13).

Fallzahl Prozent
45 100%
40 90%
35 s 80%

L]
30 T0%
60%
25
50%
20
40%
15 30%
10 12
9 20%
S 10%
0 2 0%
MMM S5M ALM MM n.k. LM

Abbildung 13: Verteilung der histologischen Subklassifikationen des Primarius. (MM n.k. = nicht
klassifizierbares Melanom). (- kumulative Verteilung in Bezug auf alle Tumoren. - Fallzahl der jeweiligen
Subklassifikation.)

Die Eindringtiefe des Primartumors nach Clark betrug bei 72 Patienten (75,00%) das
Stadium 1V, das bedeutet, es zeigte sich bereits eine Invasion in das Stratum reticulare
der Dermis. Bei 8 Patienten (8,33%) hatte das MM bei Diagnosestellung eine
Eindringtiefe bis in die Subkutis und damit das Clark Level V erreicht. Da sich beim
Clark Level | alle Tumorzellen oberhalb der Basalmembran befinden und damit ein
Melanoma in situ vorliegt, ist es nicht verwunderlich, dass kein Patient unserer Kohorte
das Clark Level | zeigte. Das Clark Level Il und damit ein Uberschreiten der
Basalmembran mit Eindringen der Tumorzellen in das Stratum papillare zeigte sich bei
zwei Patienten (2,08%). Bei einem Patienten (1,04%) wurde das Clark Level nicht
dokumentiert. Die Mitoserate des Primarius, die bei kleinen Melanomen <0,75 mm als
zusatzlicher Risikofaktor fur ein Fortschreiten der Erkrankung nach AJCC 2009 gilt,
zeigte sich bei 19 Patienten (19,79%) 21, bei sechs Patienten (6,25%) war keine
Mitose vorhanden. Bei 71 Patienten (73,96%) wurde die Mitoserate bei der
Mikroskopie nicht erhoben. Eine Ulzeration des MM trat bei 39 Patienten (40,63%) auf.
Die MM von 50 Patienten (52,08%) zeigten keine Ulzeration und bei sieben Patienten
(7,29%) wurde dies im Histologiebefund nicht dokumentiert. Eine Regression zeigte
sich in der histologischen Untersuchung von sieben Patienten (7,29%). 34 Patienten
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(25,42%) hatten keine Regressionszonen und bei 55 Patienten (57,29%) wurde dies
im Histologiebefund nicht dokumentiert (Tab. 7).

Primarmelanom n %
Clark I 0 0,00
[l 2 2,08
[ 13 13,54
v 72 75,00
\% 8 8,33
unbekannt 1 1,04
Mitoserate <1 6 6,25
21 19 19,79
unbekannt 71 73,96
Ulzeration ja 39 40,63
nein 50 52,08
unbekannt 7 7,29
Regression ja 7 7,29
nein 34 35,42
unbekannt 55 57,29

Tabelle 7: Klinisch-histologische Merkmale der MM.

3.3 Histologische Merkmale der Sentinel Lymphknoten Metastasen

Am haufigsten zeigte sich bei der SLND nur ein positiver SLN (73 Patienten/76,04%).
Zwei positive SLN konnten bei 21 Patienten (21,88%) gefunden werden und jeweils
ein Patient hatte 3 bzw. 4 positive SLN (je 1,04%) in der SLND, was mit anderen
Studien konkordant ist, die uber 20-24% der Patienten mit mehr als einem SLN
berichten.03. 110. 111 Bej 10 der Patienten mit mehr als einem SLN zeigte sich eine
Lymphdrainage in mehrere Lymphabflussregionen, z.B. bei einem Melanom des
Stammes nach cervical und nach axillar. Bei 66 Patienten (68,75%) erfolgte nach der
SLND eine CLND, welche bei 8 Patienten (12,12%) einen weiteren Lymphknotenbefall
nachwies (Tab. 8).
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Sentinel Lymphknoten Einteilung n %
Anzahl positiver SLN 1 73 76,04
2 21 21,88
3 1 1,04
4 1 1,04
Anzahl positiver SLN Mittelwert 1,3
Median 1,0
Standardabweichung 0,5
Lymphdrainage in mehrere ja 10 10,42
Lymphabflussregionen
nein 86 89,58
CLND ja 66 68,75
nein 23 23,96
unbekannt 7 7,29
Ergebnis CLND positiv 8 12,12
negativ 52 78,79
unbekannt 6 9,09

Tabelle 8: Klinisch-histologische Merkmale des SLN.

Die befallenen SLN waren bei 45 Patienten (46,88%) axillar lokalisiert, bei 41 Patienten
(42,71%) inguinal lokalisiert und bei jeweils 1-3 Patienten (1,04-3,13%) cervical,
cubital, popliteal, subskapular oder buccal lokalisiert (s. Abb. 14).

Fallzahl Prozent
50 100%
45 45 90%
40 41 80%
35 70%
30 60%
25 50%
20 40%
15 30%
10 20%

5 10%
0 3 2 2 2 1 0%
inguinal cubital subskapular
axillar cervical popliteal buccal

Abbildung 14: Verteilung der SLN nach Lokalisation. (- kumulative Verteilung in Bezug auf alle Tumoren.
Fallzahl der jeweiligen SLN Lokalisation.)
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3.3.1 Groltes Tumornest in GroRe und Zellzahl (Rotterdam)

Das grofdte Tumornest des SLN betrug im Durchschnitt 1,20 mm + 1,36 mm und
variierte von 0,03-17,00 mm. Wurde die Grole der grolten Metastase des SLN
anhand der Zellzahl gemessen, so betrug sie bei 44 Patienten (45,83%) weniger als
30 Zellen und bei 52 Patienten (54,17%) 30 oder mehr Zellen. Gemal} der Rotterdam
Klassifikation, welche hier als Rotterdam | bezeichnet wird, waren die grofdten
Tumornester bei 24 Patienten (25,00%) <0,1 mm und wurden somit als R | klassifiziert.
Bei 46 Patienten (47,92%) zeigte sich das Stadium R Il und bei 26 Patienten (27,08%)
zeigte sich das Stadium R lll. Zum Uberprifen der Grenzwerte fir die Rotterdam
Klassifikation erfolgte zudem die Einteilung mit verschiedenen Grenzwerten fir R | und
R Il (Tab. 9).

Klassifikationen Einteilung n %
Rotterdam |
(Original Klassifikation)
R 1(<0,1 mm) 24 25,00
R 11 (0,1-1,0 mm) 46 47,92
R Il (>1,0 mm) 26 27,08
Rotterdam Il
R 1(<0,2 mm) 34 35,42
R 11 (0,2-1,0 mm) 36 37,50
R Il (>1,0 mm) 26 27,08
Rotterdam Il
R 1(<0,3 mm) 40 41,67
R 11 (0,3-1,0 mm) 30 31,25
R Il (>1,0 mm) 26 27,08

Rotterdam IV

R | (<0,4 mm) 47 48,96
R Il (0,4-1,0 mm) 23 23,96
R Il (>1,0 mm) 26 27,08

Tabelle 9: Einteilung der SLN anhand des Durchmessers des gréf3ten Tumornestes in die Rotterdam
Klassifikation I-IV mit verschiedenen Grenzwerten.

3.3.2 Eindringtiefe der Tumorzellen (Augsburg S)

Die durchschnittliche Eindringtiefe der Metastase des SLN betrug bei einer
konsequenten Messung ab der Lymphknotenkapsel 1,11 mm + 1,52 mm und variierte
von 0,0 bis 8,0 mm. Fur Metastasen mit subtrabekularer Lage wurde jeweils die
Eindringtiefe ab der Kapsel und ab dem Trabekel erfasst und mit beiden Werten die
Einteilung in die Augsburg S bzw. Augsburg S Il Klassifikation vorgenommen. Bei
beiden Einteilungen ergab sich am haufigsten eine Einteilung in das Stadium S Il mit
36,46% bei der Augsburg S Klassifikation und 35,42% bei der Augsburg S Il
Klassifikation (Tab. 10).
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Klassifikationen Einteilung n %

Augsburg S

(Messung ab der Kapsel oder

dem Trabekel)
S| 32 33,33
S 29 30,21
S 35 36,46

Augsburg S I

(Messung immer ab der Kapsel)
S 33 34,38
Sl 29 30,21
S 34 35,42

Tabelle 10: Einteilung anhand der Eindringtiefe der Metastase in den SLN. (Augsburg S/S II).

3.3.3 Art der Infiltration (Dewar)

Das Befallsmuster der SLN Metastase zeigte sich gemald der Klassifikation nach
Dewar bei 44 Patienten (45,83%) subkapsular, bei 25 Patienten (26,04%) kombiniert,
bei 23 Patienten multifokal (23,96%) und bei vier Patienten (4,17%) extensiv. Eine rein
parenchymale Lage zeigte sich bei keinem der 96 Patienten. Bei der Unterteilung in
die Dewar1 Klassifikation zeigten somit 92 Patienten (95,83%) kein extensives
Wachstum und bei der Unterteilung in die Dewar2 Klassifikation zeigten somit 52
Patienten (54,17%) kein subkapsulares Wachstum (Abb. 15).

Fallzah Art der Infiltration

Dewar Dewar1 Dewar2
Hn

Abbildung 15: Einteilung der SLN Metastasen anhand des Befallsmusters gemafl Dewar, Dewar1 und
Dewar2 Klassifikation.
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3.3.4 Mitoserate

In der Mehrzahl der Falle (69 Patienten/71,88%) konnte bei der mikroskopischen
Untersuchung der SLN Metastasen keine Mitose gefunden werden. Hingegen bei 27
Patienten (28,13%) konnte eine oder mehr Mitosen pro mm? nachgewiesen werden.
Die Anzahl der Mitosen pro mm? variierte dabei zwischen einer und 15 Mitosen (Tab.
11). Die Grenzwerte fur eine Einteilung der SLN-MR wurden zum einen identisch mit
den Grenzwerten bei der Begutachtung des Primartumors gewahlt, namlich <1/mm?
vs. 21/mm? zum anderen wurden weitere Grenzwerte bestimmt und mit den
verschiedenen Endpunkten korreliert. Hierbei zeigte sich ein Grenzwert von eins
(<1/mm? vs. 21/mm?) vorteilhaft gegenuber den anderen Grenzwerten. (s. Kapitel
3.4.2)

Mitoserate Einteilung n %
0 69 71,88
1 5 5,21
2 5 5,21
3 4 4,17
4 1 1,04
5 5 5,21
6 3 3,13
8 1 1,04
9 1 1,04
13 1 1,04
15 1 1,04
Mittelwert 1,2
Median 0,0
Minimum-Maximum 0-15
Standardabweichung 2,7

SLN-MR1 <1 69 71,88
21 27 28,13

Tabelle 11: Einteilung der SLN Metastasen anhand der Mitoserate.

3.3.5 Kombinierte Klassifikationssysteme (RDC/Hannover)

Nach Einteilung der SLN Metastasen anhand der RDC Klassifikation (Rotterdam +
Dewar kombiniert) zeigte sich am haufigsten (26 Patienten/27,08%) eine Metastase
>1,0 mm. Am zweithaufigsten waren die Metastasen 0,1-1,0 mm grof} und lagen bei
23 Patienten (23,96%) subkapsular und bei 24 Patienten (25,00%) nicht subkapsular.
Somit zeigt sich die Lageverteilung bei dieser Metastasengrof3e ausgeglichen. Kleine
SLN Metastasen, <0,1 mm Durchmesser, zeigten sich bei 17 Patienten (17,71%)
subkapsular, bei 6 Patienten (6,25%) nicht subkapsular und somit deutlich haufiger
subkapsular gelegen (Tab. 12).
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Klassifikationen  Einteilung n %
RDC
<0,1 mm & subkapsular 17 17,71
<0,1 mm & nicht-subkapsular 6 6,25
0,1-1,0 mm & subkapsular 23 23,96
0,1-1,0 mm & nicht-subkapsular 24 25,00
>1,0 mm & subkapuslar oder
nicht-subkapsular 26 27,08

Tabelle 12: RDC Klassifikation anhand der Lage und der GrofRe der Metastase.

Wurden die SLN Metastasen mit dem Punktesystem der Hannover Klassifikation
bewertet, so zeigten sich bei der originalen Hannover Klassifikation 25 Patienten
(26,04%) der Kategorie 0, 32 Patienten (33,33%) mit der Kategorie 1, 28 Patienten
(29,17%) mit der Kategorie 2 und nur 11 Patienten (11,46%) mit der Kategorie 3. Bei
der Hannover Il Klassifikation ergab sich bei den meisten Patienten die Kategorie 2
(60 Patienten/62,50%) und die Kategorie 3 zeigte sich mit 11 Patienten (11,46%)
gleich haufig wie bei der Hannover Klassifikation. Bei 25 Patienten (26,04%) ergab die
histologische Klassifikation die Kategorie 1 (Tab. 13).

Klassifikationen Einteilung n %
Hannover
0 25 26,04
1 32 33,33
2 28 29,17
3 11 11,46
Hannover Il
1 25 26,04
2 60 62,50
3 11 11,46

Tabelle 13: Hannover und Hannover Il Klassifikation anhand der Tumorlast, der Eindringtiefe und der
Kapselinfiltration.

3.3.6 Neu erhobene Klassifikationssysteme (Rotterdam+Mitose/Augsburg+Mitose)

Neu kombinierten wir die GroRe der groRten SLN Metastase (analog der Rotterdam
Klassifikation) mit der durch uns erstbeschriebenen SLN-MR. Rotterdam Il hatte zwar
bei der univarianten Analyse beim Gesamtuberleben und beim MM spezifischen
Uberleben einen etwas niedrigeren p-Wert gegeniiber Rotterdam, bei der
multivariablen Cox-Regression wurde allerdings immer Rotterdam eingeschlossen
und nicht Rotterdam II-1V, weshalb wir uns entschieden, Rotterdam in unser neues
kombiniertes Klassifikationssystem mit aufzunehmen (s. Kapitel 3.6.1). Diese
Klassifikation wurde Rotterdam+Mitose genannt. Hierfur wurde jede Kategorie der
Rotterdam Klassifikation in A und B unterteilt. Dabei steht A fur keine Mitose und B fur
21 Mitose/mm?. Selbiges Vorgehen erfolgte mit der Augsburg S Klassifikation, welche
auf der Eindringtiefe der Tumorzellen basiert. Diese Klassifikation wurde
Augsburg+Mitose bezeichnet.

Fur die Rotterdam+Mitose Klassifikation zeigte sich bei 25 Patienten (26,04%) das
Stadium IA, wohingegen kein Patient dem Stadium IB zugeordnet werden konnte. Bei
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den SLN Metastasen mit einem Durchmesser von 0,1-1,0 mm zeigte sich bei 38
Patienten (39,58%) keine Mitose, bei 6 Patienten (6,25%) konnte eine Mitose
nachgewiesen werden. Bei grolen Metastasen, >1,0 mm konnte bei 21 Patienten
(21,88%) eine Mitose gefunden werden und 6 Patienten (6,25%) wiesen keine Mitose
im Praparat auf (Abb. 16). Die Anzahl der Patienten mit Mitosen in der histologischen
Aufarbeitung des SLN nimmt also mit dem Durchmesser des maximalen Tumornestes
Zu.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
| Il i

=A =B

Abbildung 16: SLN Kilassifikation anhand des modifiziertes Rotterdam Klassifikationssystems
(Rotterdam+Mitose).

Auch bei der kombinierten Klassifikation mit Mitoserate und Eindringtiefe nach der
Augsburg Klassifikation zeigte sich, dass Metastasen mit einer kleinen Eindringtiefe
<0,3 mm keine Mitosen aufweisen. 32 Patienten (33,33%) wurden als Kategorie IA
klassifiziert und 0 Patienten als Kategorie I1B. Bei Eindringtiefen von 0,3-1,0 mm zeigte
sich bei 22 Patienten (22,92%) keine Mitose und somit ein Stadium IIA, wohingegen
bei 8 Patienten (8,33%) eine Mitose nachgewiesen werden konnte. Bei Eindringtiefen
>1,0 mm und damit Stadium lll, zeigen sich bei 19 Patienten (19,79%) eine Mitose
(INB) und bei 15 Patienten (15,63%) keine Mitose (lllA). Die Anzahl der Patienten mit
Mitosen in der histologischen Aufarbeitung des SLN nimmt also ebenfalls mit der
maximalen Eindringtiefe der Metastase zu. (Abb. 17)
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil der Patienten mit Mitosen bei den jeweiligen Eindringtiefen anhand
des modifiziertes Augsburg Klassifikationssystems (Augsburg+Mitose).

3.3.7 Weitere erhobene Parameter

Eine Infiltration der Lymphknotenkapsel zeigte sich bei 54 Patienten (56,25%). Das
Farbungsmuster von anti-Mart1 und anti-HMB45 sowie die errechnete
Lymphknotenflache waren im Verlauf der statistischen Aufarbeitung wegen der
geringen Verteilungsbreite nicht sinnvoll mit den Endpunkten zu korrelieren und
wurden somit aus der weiteren Statistik ausgeschlossen.

Von den 11 Patienten (11,56%), bei denen sich ein positiver Mutationsstatus des MM
zeigte, zeigten 9 Patienten eine BRAF Mutation, ein Patient wies eine c-kit Mutation
auf und ein Patient zeigte eine NRAS Mutation. Alle 11 Patienten erhielten eine
Systemtherapie mit Immun-Checkpoint Inhibitor oder zielgerichteter Therapie, wobei 6
Patienten eine Therapie mittels Vemurafenib, 4 Patienten eine Therapie mittels
Ipilimumab und ein Patient eine Therapie mit beiden Immunmodulatoren erhielten.

3.3.8 Follow up

Der Nachbeobachtungszeitraum der Patienten betrug zwischen einem Monat und
145,9 Monaten und im Durchschnitt 53,0 Monate nach der SLN Exzision, wobei der
letzte Follow up Termin im Marz 2015 war. Bei 40 Patienten (41,67%) kam es zu einem
Fortschreiten der Erkrankung, wobei das Rezidiv bei 6 Patienten (15%) lokoregionar
kutan im Sinne von Satelliten- oder In-transit Metastasen auftrat. Bei 12 Patienten
(30,00%) zeigten sich im Verlauf Lymphknotenmetastasen, bei 20 Patienten (50,00%)
kam es zu einer Fernmetastasierung und bei 2 Patienten (5,00%) war nicht
dokumentiert, wo die Metastasen zuerst auftraten.
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Im Zeitraum der Nachuntersuchung verstarben 26 Patienten (27,08%) der Kohorte,
davon verstarben 23 Patienten (88,46%) am MM. Drei Patienten (11,54%) verstarben
an einer anderen Ursache. Davon verstarb jeweils ein Patient an einem
Prostatakarzinom, einem Blasenkarzinom und einem Kolonkarzinom. (Tab. 14)

Follow up Einteilung Tage Monate
Beobachtungszeitraum alle 96 .
Patienten Mittelwert 1701,3 55,9
Median 1614,0 53,0
Minimum - Maximum 31-4442 1,0-145,9
Dauer bis Rekurrenz Mittelwert 577,7 19,0
Median 365,0 12,0
Minimum - Maximum 0-3080 0,0-101,3
Dauer bis Versterben Mittelwert 1132 37,2
Median 900 29,6
Minimum - Maximum 162-4246 5,3-139,5
Follow up Einteilung n %
Rekurrenz ja 40 41,67
nein 56 58,33
Erstbefall bei Rekurrenz lokoregionar cutan 6 15,00
regionale
Lymphknoten 12 S
Fernmetastasen 20 50,00
unbekannt 2 5,00
Verstorben ja 70 72,92
nein 26 27,08
am MM 23/26 88,46
andere Ursache 3/26 11,54

Tabelle 14: Follow up Daten aller Patienten nach SLND.

3.4 Korrelation von histologischen Merkmalen des Sentinel Lymphknoten mit dem
pT Stadium des Malignen Melanom

Zur Methodenvalidierung erfolgte eine Positivkontrolle einiger histologischer
Parameter des SLN mit dem pT Stadium des MM. Hierbei zeigte sich sowohl fur die
Rotterdam Kilassifikation (p = 0,0081) als auch fur die Augsburg Klassifikation (p =
0,042) eine signifikante Korrelation mit dem pT Stadium des MM (Tab. 15).
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Rotterdam | n Median pT  Mittelwert pT p
RI 24 2a 2b
R 46 3a 3a
R Il 26 3b 3b 0,0081
Augsburg S n Median pT  Mittelwert pT p
S 33 2a 2a
S 29 3a 3a
Sl 34 3a 3a 0,041

Tabelle 15: Korrelation der Rotterdam Klassifikation und der Augsburg Klassifikation des SLN mit dem
pT Stadium des MM.

Auch fur die neu erhobene Mitoserate des SLN konnte eine signifikante Korrelation mit
dem pT Stadium des MM nachgewiesen werde. Dieser signifikante Zusammenhang
zeigte sich sowohl fur die absoluten Werte der Mitoserate (p = 0,0021, Tab. 16), als
auch fur die binare Klassifikation SLN-MR1 (p = 0,0078, Tab. 17).

Median Mittelwert
pT-Stadium n Mitoserate Mitoserate p
1a 5 0,00 0,40
1b 7 0,00 1,00
2a 24 0,00 0,13
2b 7 0,00 0,14
3a 17 0,00 1,82
3b 15 0,00 0,87
4a 8 3,00 2,88
4b 13 0,00 3,00 0,0021

Tabelle 16: Korrelation der Mitoserate des SLN mit dem pT Stadium des MM.

Mitoserate1 n Median pT p
<1 69 2b
21 27 3b 0,0078

Tabelle 17: Korrelation der binaren SLN-MR1 Klassifikation des SLN mit dem pT Stadium des MM.

Fur die neu erhobenen kombinierten Klassifikationssysteme Rotterdam+Mitose (p =
0,0021) und Augsburg+Mitose (p = 0,0081) konnte ebenfalls eine signifikante
Korrelation mit dem pT Stadium des MM gezeigt werden (Tab. 18). Die kombinierte
Klassifikation Rotterdam+Mitose zeigt dabei einen tieferen p-Wert als die Rotterdam
Klassifikation alleine (p = 0,0081), nicht aber als die Mitoserate alleine (p = 0,0021).
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Rotterdam +
Mitose n Median pT Min - Max pT p

A 25 2a 1a - 4b

IB 0

A 38 2b 1a - 4b

IIB 6 3a 1b - 4a

A 6 3b 2a-4b

B 21 3b 1a-4b 0,0021

Tabelle 18: Korrelation der Rotterdam+Mitose Klassifikation des SLN mit dem pT Stadium des MM.

Die kombinierte Klassifikation Augsburg+Mitose zeigt ebenfalls einen tieferen p-Wert
(p = 0,0081) und somit eine starker signifikante Korrelation mit dem pT Stadium des
MM als die Augsburg Klassifikation alleine (p = 0,041), nicht aber als die Mitoserate
alleine (p = 0,0021, Tab. 19).

Augsburg +
Mitose n Median pT Min - Max pT p

A 32 2a 1a - 4b

IB 0

A 22 3a 1a - 4b

1B 8 3a 1a - 4b

A 15 2b 1b - 4b

1B 19 3b 1b - 4b 0,0081

Tabelle 19: Korrelation der Augsburg+Mitose Klassifikation des SLN mit dem pT Stadium des MM.

3.5 Korrelation der Mitoserate mit etablierten histologischen Parametern des
Sentinel Lymphknoten

Um beurteilen zu konnen, wie sich die Mitoserate auf die bereits bestehenden
Klassifikationssysteme bezieht, erfolgte eine univariable Korrelationsanalyse mit der
Augsburg S Klassifikation und der Rotterdam Klassifikation. Die SLN-MR korrelierte
signifikant sowohl mit der Rotterdam, als auch mit der Augsburg S Klassifikation. Der
Spearman Rangkorrelationskoeffizient lag bei 0,51 und 0,66 (p<0,0001 fur beide
Klassifikationen), was auf eine moderate bis starke Korrelation hinweist (Tab. 20).

Spearmans
Parameter  Rangkorrelationskoeffizient p Interpretation
Augsburg S 0,51 <0,0001 moderate Korrelation
Rotterdam 0,66 <0,0001 starke Korrelation

Tabelle 20: Univariable Korrelation der Mitoserate mit der Rotterdam und der Augsburg S Klassifikation.
Die meisten aktuellen Arzneimittelstudien zur adjuvanten Therapie von Melanom

Patienten im Stadium 3 betrachten einen Durchmesser des grofdten Tumornestes des
SLN groRer ein Millimeter als Einschlusskriterium. Daher wurden anschlieRend die
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binaren Klassifikationen fur den Durchmesser des grof3ten Tumornestes im SLN
(s1mm vs. >1mm) und fur die Eindringtiefe der Metastase in den SLN (s1mm vs.
>1mm) ebenfalls mit der Mitoserate korreliert (Tab. 21). Die gewahlten Grenzwerte
sind identisch mit den Grenzwerten der fortgeschrittenen Stadien der etablierten
Augsburg S Klassifikation (Slll) und der Rotterdam Klassifikation (RIIl). Auch hier zeigt
sich eine moderate bis starke Korrelation zwischen der SLN-MR, der Eindringtiefe der
Metastase und dem Durchmesser des grof3ten Tumornestes.

Spearmans
Parameter Rangkorrelationskoeffizient  p Interpretation
Eindringtiefe moderate
(binar) 0,55 <0,0001 Korrelation
Groltes
Tumornest (binar) 0,70 <0,0001 starke Korrelation

Tabelle 21: Univariable Korrelation der SLN-MR mit der Eindringtiefe der Metastase in den SLN (£1mm
vs. >1mm) und dem Durchmesser des gro3ten Tumornestes im SLN (£1mm vs. >1mm).

Beim direkten Vergleich der Klassifikationssysteme zeigten sich bei 80,8% der
Patienten mit einem maximalen Durchmesser des grof3ten Tumornestes >1mm (d.h.
RIII nach der Rotterdamer Klassifikation) und 55,9% der Patienten mit einer maximalen
Eindringtiefe >1mm (d.h. Slll nach der Augsburg S Klassifikation) eine SLN-MR 21
Mitosen/mm?. Bei 8,6% der Patienten mit einem maximalen Durchmesser des grofdten
Tumornestes <1mm und 12,9% der Patienten mit einer maximalen Eindringtiefe <1mm
zeigte sich jedoch ebenfalls eine SLN-MR 21 Mitose/mm?. Diese Verschiebung der
Patienten zwischen den Gruppen mit hohem und niedrigem Risiko deutet darauf hin,
dass sich auch der prognostische Wert der verschiedenen Klassifikationssysteme
unterscheiden kann.

3.5.1 Bildung eines binaren Scores fur die SLN-MR

Fur einen vereinfachte klinische Anwendung wurden fur die SLN-MR ebenfalls
verschiedene binare Grenzwerte gebildet und anschlieBend mit dem
Gesamtuberleben der Patienten korreliert. Im direkten Vergleich der verschiedenen
Grenzwerte der SLN-MR (d.h. <1 vs. 21; <2 vs. 22; <3 vs. 23; <4 vs. 24 Mitosen/mm?)
zeigte sich, dass die Trennung beider Gruppen in Bezug auf das Gesamtuberleben fur
die binare Klassifikation <1 Mitose/mm? vs. 21 Mitose/mm? die hochste Signifikanz
aufweist (p <0,0001). Fur die Grenzwerte <2 vs. 22 Mitosen/mm? (p = 0,0002), <3 vs.
23 Mitosen/mm? (p = 0,0148) und <4 vs. 24 Mitosen/mm? (p = 0,1765) zeigte sich eine
schwachere bis keine signifikante Korrelation mit dem Gesamtuberleben (Tab. 22,
Abb. 18).

Parameter Grenzwert p

SLN-MR1 <1 vs. 21 <0,0001
SLN-MR2 <2vs. 22 0,0002
SLN-MR3 <3 vs. 23 0,0148
SLN-MR4 <4 vs. 24 0,1765

Tabelle 22: Vergleich verschiedener Grenzwerte der Mitoserate des SLN (SLN-MR) in Bezug auf das
Gesamtuberleben.
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Abbildungﬂ 18: Kaﬁlan-Mefer-Kurvén fiir die Korrell‘éticn)n der vérschiedsénen CL;t-Off Wénrte der éLN-MRm
a) <1 vs. 21 Mitosen/mm? b) <2 vs. 22 Mitosen/mm? c) <3 vs. 23 Mitosen/mm? d) <4 vs. 24 Mitosen/
mm? mit dem Gesamtiiberleben der Studienkohorte.

3.6 Univariable Korrelation von histologischen Merkmalen des Sentinel
Lymphknoten mit dem krankheitsfreien Uberleben

Bei der univariablen Korrelation der absoluten Werte fur die Tumordicke des MM, die
Eindringtiefe in den SLN, den Durchmesser des grof3ten Tumornestes des SLN sowie
die Mitoserate des SLN und die Anzahl positiver SLN mit dem krankheitsfreien
Uberleben zeigte sich eine stark signifikante Korrelation mit der Tumordicke des MM
nach Breslow (p <0,0001), der Eindringtiefe der Tumorzellen in den SLN (p <0,0001)
und dem Durchmesser der grof3ten Metastase im SLN (p <0,0001). Auch die Anzahl
der Mitosen im SLN zeigte eine signifikante Korrelation mit dem krankheitsfreien
Uberleben (p = 0,0410). Die Anzahl positiver Lymphknoten bei der SLND korrelierte
nicht signifikant mit dem krankheitsfreien Uberleben (p = 0,1706, Tab. 23).

Parameter Hazard ratio  95% Kl p
Breslow (mm) 1,304 1,154-1,474 <0,0001
Eindringtiefe (mm) 1,419 1,191-1-691 <0,0001
Durchmesser grof3tes Tumornest (mm) 1,244 1,132-1,367 <0,0001
Mitoserate (Mitosen/mm?) 1,089 1,004-1,183 0,0410
Anzahl positiver SLN 1,529 0,833-2,809 0,1706

Tabelle 23: Univariable Cox Regressionsanalyse mit verschiedenen Parametern des Primarius und
des SLN mit dem krankheitsfreien Uberleben. (Kl = Konfidenzintervall)

Erfolgt die Einteilung in die verschiedenen histologischen Klassifikationssysteme,
verandern sich die p-Werte, was statistisch nachvollziehbar ist. Einfachere Cut-off
Werte haben den Vorteil, dass sie praktisch besser anwendbar sind. Sie haben
andererseits den Nachteil, dass sie bezuglich der verschiedenen Endpunkte nicht
optimal trennen. Da die Anwendbarkeit in der klinischen Praxis fur uns
Grundvoraussetzung ist, wurden die weiteren Auswertungen mit den jeweiligen
Klassifikationen durchgefuhrt.
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Alle durch uns erhobenen Klassifikationssysteme zeigten eine signifikante Korrelation
mit dem krankheitsfreien Uberleben. Bemerkenswerterweise zeigte die binare
Klassifikation auf Basis der SLN-MR1 (<1 vs. 21 Mitosen/mm?) eine hochsignifikante
Korrelation mit dem krankheitsfreien Uberleben (p <0,0001, Tab. 24). Die Hazard
Ratios beziehen sich jeweils auf die kleinste Auspragung des Merkmales als
Referenzgruppe (Bsp. pT Stadium = T1, Hannover = 0 Punkte).

Parameter n Hazard ratio  95% KI p
pT
T1 12 1
T2 31 3,083 0,390-24,350 0,2856
T3 33 8,191 1,090-61,580 0,0410
T4 20 14,823 1,940-113,272  0,0094
Augsburg S
S 34 1
Sl 26 1,574 0,650-3,345 0,3534
Sl 33 2,171 1,023-4,607 0,0434
Rotterdam
RI 23 1
Rl 45 1,397 0,582-3,352 -
R I 25 3,028 1,239-7,399 0,0151
SLN-MR1
<1/mm? 67 1
=21/mm? 26 3,529 1,893-6,578 <0,0001
Eindringtiefe
<1 mm 60 1
>1 mm 33 1,807 0,973-3,356 0,0610
Durchmesser grofites
Tumornest
<1 mm 68 1
>1 mm 25 2,405 1,279-4,522 0,0064
Dewar
subkapsular 42 1
multifokal 23 1,549 0,732 -3,279 0,2525
kombiniert 24 0,930 0,410 -2,105 0,8609
extensiv 4 12,892 4,014 <0,0001
parenchymal 0 - - -
RDC
<0,1 mm & subkapsular 17 1
<0,1 mm & nicht-subkapsular 6 1,349 0,261 -6,963 0,7211
0,1-1,0 mm & subkapsular 21 1,482 0,484 -4,539 0,4908
0,1-1,0 mm & nicht-subkapsular 24 1,529 0,522 -4,479 0,4384
>1,0 mm & subkapuslar oder
nicht-subkapsular 25 3,267 1,192 -8,953 0,0213
Hannover
0 23 1
1 31 1,126 0,443 -2,862 0,8035
2 28 1,658 0,651 -4,222 0,2890
3 11 4,722 1,785 -12,492 0,0018
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Hannover Il
1 25 1
2 57 1,816 0,784 -4,205 0,1636
3 11 5,349 1,978 -14 465 0,0010

Tabelle 24: Univariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Klassifikationssysteme des SLN und
des pT Stadium des MM mit dem krankheitsfreien Uberleben.

Auch die durch uns neu erhobenen Klassifikationssysteme Rotterdam+Mitose (p
<0,0001) und Augsburg+Mitose (p = 0,0003) zeigen eine deutlich signifikante
Korrelation mit dem krankheitsfreien Uberleben (Tab. 25, 26).

Rotterdam

+ Mitose n Rezidiv Tage Monate p

A 25 Mittelwert 1480 48,7
Median 1476 48,5
Minimum-Maximum 28-3256 0,9-107 1

IB 0 - - -

A 38 Mittelwert 1540 51,1
Median 1614 53,1
Minimum-Maximum 0-3409 0-113,0

1B 6 Mittelwert 436 14,3
Median 349 11,5
Minimum-Maximum 245-974 8,1-32,0

A 6 Mittelwert 1018 33,5
Median 563 18,5
Minimum-Maximum 61-2760 2,0-90,7

1B 21 Mittelwert 1021 33,6
Median 396 12,1
Minimum-Maximum 0-4442 0-146,0 <0,0001

Tabelle 25: Korrelation der Rotterdam+Mitose Klassifikation des SLN mit dem krankheitsfreien

Uberleben.
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Augsburg
+ Mitose n Rezidiv Tage Monate p
[ 32 Mittelwert 1546 50,8
Median 1461 48,0
Minimum-Maximum 61-3409 2,0-1121
IB 0 - - -
A 22 Mittelwert 1485 0,5
Median 1522 50,1
Minimum-Maximum 0-3080 0-101,1
1B 8 Mittelwert 1237 40,4
Median 381 12,5
Minimum-Maximum 97-4442 3,2-146,0
A 15 Mittelwert 1291 42 4
Median 1489 49,0
Minimum-Maximum 28-2760 0,9-90,7
1B 19 Mittelwert 713 23,4
Median 339 11,1
Minimum-Maximum 0-3877 0-127,5 0,0003

Tabelle 26: Korrelation der Augsburg+Mitose Klassifikation des SLN mit dem krankheitsfreien
Uberleben.

Eine signifikante Korrelation der SLN-MR mit einem weiteren Lymphknotenbefall bei
einer nachfolgenden CLND konnte nicht gezeigt werden (p = 0,7883, Tab. 27).

Mitoserate <1 =1 Total
CLND negativ 35 17 52
CLND positiv 5 3 8
Total 40 20 60

Tabelle 27: Vierfeldertafel zur Korrelation der Mitoserate und dem Ergebnis der CLND.

3.6.1 Multivariable Korrelationsanalyse (krankheitsfreies Uberleben)

Bei der multivariablen oder multiplen Cox Regressionsanalyse wurden mehrere
Merkmale  simultan analysiert.  Alle histologischen Parameter  und
Klassifikationssysteme die bei der univariablen Analyse signifikant waren, wurden in
das statistische Modell mit aufgenommen. So kann die prognostisch wertvollste
Merkmalskombination gefunden werden. Es wurde die ,wichtigste Klassifikation“ mit
dem kleinsten p-Wert zuerst in das Modell aufgenommen. Anschlielend wurden
Klassifikationen nur dann in das Modell mit aufgenommen, wenn sie, zusatzlich zu den
bereits im Modell befindlichen Klassifikationssystemen, signifikant waren.

Zum besseren Vergleich der Klassifikationssysteme wurde eine multivariable Cox-
Regressionsanalyse mit und eine ohne die SLN-MR bzw. SLN-MR1 durchgeflhrt.
Hierbei zeigt sich, dass bei Ausschluss der SLN-MR/SLN-MR1 aus dem Modell, der
Durchmesser des grofdten Tumornestes im SLN den einzigen signifikanten

48



Histologische Merkmale zur Klassifikation von SLN Metastasen und ihre Bedeutung fir Patienten mit MM

Einflussfaktor auf das krankheitsfreie Uberleben darstellt. Hingegen bei Einschluss der
SLN-MR/SLN-MR1 zeigen sich die SLN-MR1 und die Klassifikation nach Dewar als
signifikante Einflussfaktoren auf das krankheitsfreie Uberleben (Tab. 28).

Es wurden Faktoren bis zu einem Signifikanzniveau von p = 0,10 ins multivariable
Modell aufgenommen.

Krankheitsfreies Uberleben Mit SLN-MR Ohne SLN-MR
Parameter p-Wert p-Wert
SLN-MR n.s. -
SLN-MR1 (< vs. 21) 0,0006 -
Durchmesser grof3tes Tumornest n.s. <0,0001
Durchmesser grof3tes Tumornest (< vs. 21) n.s. n.s.
Rotterdam n.s. n.s.
Eindringtiefe n.s. n.s.
Eindringtiefe (< vs. 21) n.s. n.s.
Augsburg S n.s. n.s.
Hannover Il n.s. n.s.
Dewar 0,0105 n.s.
Anzahl positiver SLN n.s. n.s.

Tabelle 28: Multivariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Klassifikationssysteme des SLN mit
dem krankheitsfreien Uberleben.

3.7 Univariable Korrelation von histologischen Merkmalen des Sentinel
Lymphknoten mit dem melanomspezifischen Uberleben

Bei der univariablen Korrelation der absoluten Werte fur die Tumordicke des MM, die
Eindringtiefe der MM Metastase in den SLN, den grof3ten Durchmesser des grofdten
Tumornestes des SLN, sowie die Mitoserate des SLN und die Anzahl positiver SLN
mit dem melanomspezifiscnen Uberleben, zeigte sich eine stark signifikante
Korrelation mit der Tumordicke des MM nach Breslow (p <0,0001), der Eindringtiefe
der Tumorzellen in den SLN (p = 0,0046) und des Durchmessers der groften
Metastase im SLN (p <0,0020). Auch die Anzahl der Mitosen im SLN zeigte einen
signifikanten Zusammenhang mit dem melanomspezifischen Uberleben (p = 0,0410).
Die Anzahl der positiven Lymphknoten bei der SLND korrelierte nicht signifikant mit
dem melanomspezifischen Uberleben (p = 0,0083, Tab. 29).

Parameter Hazard ratio 95% Kl p
Breslow (mm) 1,369 1,176-1,593 <0,0001
Eindringtiefe (mm) 1,337 1,094-1,636 0,0046
Durchmesser grof3tes Tumornest (mm) 1,176 1,061-1,303 0,0020
Mitoserate (Mitosen/mm?) 1,142 1,035-1,260 0,0083
Anzahl positiver SLN 2,442 1,296-4,602 0,0057

Tabelle 29: Univariable Cox Regressionsanalyse mit verschiedenen Parametern des Primarius und des
SLN mit dem melanomspezifischen Uberleben.

Die jeweiligen Klassifikationssysteme der SLN Metastasen zeigten haufig eine

Korrelation mit dem melanomspezifischen Uberleben, welche jedoch in der Mehrzahl
der Falle nicht signifikant war. Aber auch bei der Korrelation mit dem
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melanomspezifischen Uberleben zeigte die binére Klassifikation auf Basis des SLN-
MR1 (<1 vs. 21 Mitosen/mm?) eine hochsignifikante Korrelation (p <0,0001, Tab. 30).

Parameter n Hazard ratio  95% Kl p
pT
T1 12 1
T2 31 0,701 0,063-7,827 0,7733
T3 32 3,051 0,377-24,708 0,2958
T4 21 8,053 1,044-62,085 0,0453
Augsburg S
S 35 1
Sl 27 2,951 0,883-9,862 0,0788
Sl 34 3,249 1,030-10,251 0,0444
Rotterdam
RI 23 1
Rl 47 5,910 0,768-45,485 0,0879
R I 26 9,964 1,260-78,773 0,0293
SLN-MR1
<1/mm? 69 1
=21/mm? 27 5,599 2,383-13,158 <0,0001
Eindringtiefe
<1 mm 62 1
>1 mm 34 1,806 0,795-4,104 0,1580
Durchmesser grofites
Tumornest
<1 mm 70 1
>1 mm 26 2,319 0,989-5,436 0,0530
Dewar
subkapsular 44 1
multifokal 23 1,589 0,551-4,583 0,3914
kombiniert 25 1,078 0,352-3,299 0,8952
extensiv 4 8,009 2,092-30,668 0,0024
parenchymal 0 - - -
RDC
<0,1Tmm &
subkapsular 17 1
<0,1Tmm &
nicht-subkapsular 6 - - -
0,17-1,0mm &
subkapsular 23 4,944 0,595-41,073 0,1390
0,1-1,0mm & 24 4,038 0,486 -33,566  0,1964
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nicht-subkapsular
>1,0 mm &
subkapuslar oder
nicht-subkapsular 26 7,495 0,949-59,214 0,0561
Hannover
0 25 1
1 32 1,397 0,358-5,443 0,63
2 28 1,828 0,467-7,152 0,3863
3 11 5,483 1,363-22,057 0,0166
Hannover Il
1 25 1
2 60 7,037 0,933-53,100 0,0584
3 11 16,838 1,960-144,640 0,0101

Tabelle 30: Univariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Klassifikationssysteme mit dem
melanomspezifischen Uberleben.

Von den Patienten, bei denen eine oder mehr Mitosen in der SLN Metastase
nachgewiesen wurde, verstarben 14 von 27 (52%) Patienten am MM. Bei den
Patienten, bei denen keine Mitose im SLN nachgewiesen wurde, verstarben 9 von 60
(15%) Patienten am MM (Tab. 31).

Mitoserate <1 =1 Total
Am MM verstorben 9 14 23
Nicht am MM
verstorben 60 13 73
Total 69 27 96

Tabelle 31: Vierfeldertafel zur Korrelation der Mitoserate und dem melanomspezifischen Uberleben.

Auch die durch uns neu erhobenen Klassifikationssysteme Rotterdam+Mitose (p =
0,0004) und Augsburg+Mitose (p = 0,0026) zeigen eine signifikante Korrelation mit
dem melanomspezifischen Uberleben (Tab. 32, 33).

Rotterdam Melanomspezifisches

+ Mitose n Uberleben Tage Monate p

IA 25 Mittelwert 1665 54,7
Median 1522 50,0

14,5 -

Minimum - Maximum 440 - 3256 107,0

B 0 - - -

A 38 Mittelwert 1885 61,9
Median 1874 61,6
Minimum - Maximum 31 -4053 1,0-133,2

1IB 6 Mittelwert 927 30,5

Median 908 29,8
Minimum - Maximum 347 - 1430 11,4 -47,0
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A 6 Mittelwert 1767 58,1
Median 1811 59,5
Minimum - Maximum 626 - 2760 20,6 - 90,7
B 21 Mittelwert 1615 53,1
Median 1128 37,1
Minimum - Maximum 97 -4442 3,2 -145,9 0,0004

Tabelle 32: Korrelation der Rotterdam+Mitose Klassifikation des SLN mit dem MM spezifischen

Uberleben.
Augsburg Melanomspezifisches
+ Mitose n Uberleben Tage Monate p
[ 32 Mittelwert 1851 60,8
Median 1721 56,5
Minimum - Maximum 440 - 3409 14,5-112,0
IB 0 - - -
A 22 Mittelwert 1746 57,4
Median 1661 54,6
Minimum - Maximum 153 - 4053 5,0 - 133,2
5] 8 Mittelwert 1468 48,2
Median 908 29,8
Minimum - Maximum 97 -4442 3,2 -145,9
A 15 Mittelwert 1747 57,4
Median 1826 60,0
Minimum - Maximum 31-2760 1,0-90,7
1B 19 Mittelwert 1460 48,0
Median 1128 37,1
Minimum - Maximum 122 -4246 4,0-139,5 0,0026

Tabelle 33: Korrelation der Augsburg+Mitose Klassifikation des SLN mit dem MM spezifischen

Uberleben.

3.7.1 Multivariable Korrelationsanalyse (melanomspezifisches Uberleben)

Die binare Klassifikation SLN-MR1 (<1 vs. 21 Mitosen/mm?) zeigte eine signifikante
Korrelation mit dem melanomspezifischen Uberleben (p = 0,0001). Wird die Mitoserate
nicht in die multivariable Analyse mit aufgenommen, so wird die Hannover Il
Klassifikation aufgrund der am starksten signifikanten Korrelation mit dem
melanomspezifischen Uberleben (p = 0,0034) in das statistische Modell
aufgenommen. In beiden Fallen zeigte auch die Anzahl positiver SLN in der SLND eine
zusétzliche signifikante Korrelation mit dem melanomspezifiscnen Uberleben (Tab.
34).
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Melanomspezifisches Uberleben Mit SLN-MR Ohne SLN-MR
Parameter p-Wert p-Wert
SLN-MR n.s. -
SLN-MR1 (< vs. 21) 0,0001 -
Durchmesser grof3tes Tumornest n.s. n.s.
Durchmesser grof3tes Tumornest (< vs. 21) n.s. n.s.
Rotterdam n.s. n.s.
Eindringtiefe n.s. n.s.
Eindringtiefe (< vs. 21) n.s. n.s.
Augsburg S n.s. n.s.
Hannover Il n.s. 0,0034
Dewar n.s. n.s.
Anzahl positiver SLN 0,009 0,013

Tabelle 34: Multivariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Klassifikationssysteme des SLN mit
dem melanomspezifischen Uberleben.

3.8 Univariable Korrelation von histologischen Merkmalen des Sentinel
Lymphknoten mit dem Gesamtuberleben

Bei der univariablen Korrelation der absoluten Werte fur die Tumordicke des MM, die
Eindringtiefe in den SLN, den grof3ten Durchmesser des groRten Tumornestes des
SLN sowie die Mitoserate des SLN und die Anzahl positiver SLN mit dem
Gesamtuberleben, zeigte sich ein stark signifikanter Zusammenhang mit der
Tumordicke des MM nach Breslow (p = 0,0002), der Eindringtiefe der Tumorzellen in
den SLN (p = 0,0029) und dem Durchmesser der grof3ten Metastase im SLN (p =
0,0007). Auch die Anzahl der Mitosen im SLN (p = 0,0108) und die Anzahl der positiven
Lymphknoten bei der SLND (p = 0,02) zeigten einen signifikanten Zusammenhang mit
dem Gesamtuberleben (Tab. 35).

Parameter Hazard ratio 95% KiI p
Breslow (mm) 1,311 1,135-1,515 0,0002
Eindringtiefe (mm) 1,341 1,105-1,627 0,0029
Durchmesser grof3tes Tumornest (mm) 1,183 1,073-1,304 0,0007
Mitoserate (Mitosen/mm?) 1,135 1,030-1,250 0,0108
Anzahl positiver SLN 2,147 1,128-4,086 0,02

Tabelle 35: Univariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Parameter des Primarius und des SLN
mit dem Gesamtiberleben.

Die jeweiligen Klassifikationssysteme der SLN Metastasen zeigten ahnlich wie bei der
Korrelation mit dem melanomspezifischen Uberleben haufig eine Korrelation mit dem
Gesamtuberleben, welche jedoch in der Mehrzahl der Falle nicht signifikant war. Die
binare Klassifikation auf Basis des SLN-MR1 (<1 vs. 21 Mitosen/mm?) zeigt auch mit
dem Gesamtuberleben eine hochsignifikante Korrelation (p = <0,0001, Tab. 36).

Parameter n Hazard ratio  95% KiI p
pT
T1 12 1
T2 31 1,014 0,104-9,881 0,9903
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T3 32 3,698 0,467-29,292 0,2156
T4 21 7,878 1,021-60,759 0,0477
Augsburg S
S| 35 1
Sl 27 2,637 0,879-7,917 0,0838
Sl 34 2,803 0,983-7,993 0,0539
Rotterdam
RI 23 1
Rl 47 3,100 0,698-13,763 0.1368
Rl 26 5,232 1,141-24,0 0,0332
SLN-MR1
<1/mm? 69 1
21/mm? 27 4,884 2,207-10,811 <0,0001
Eindringtiefe
<1 mm 62 1
>1 mm 34 1,675 0,773-3,630 0,1914
Durchmesser grofites
Tumornest
<1 mm 70 1
>1 mm 26 2,153 0,963-4,813 0,0618
Dewar
subkapsular 44 1
multifokal 23 1,904 0,734-4,940 0,1853
kombiniert 25 0,919 0,307-2,750 0,8792
extensiv 4 7,469 1,989-28,049 0,0029
parenchymal 0 -
RDC
<0,1 mm & subkapsular 17 1
<0,1 mm &
nicht-subkapsular 6 3,190 0,199-51,189 0,4127
0,17-1,0 mm &
subkapsular 23 5,663 0,697-46,046 0,1049
0,1-1,0 mm &
nicht-subkapsular 24 3,937 0,474-32,728 0,2047
>1,0 mm & subkapuslar
oder nicht-subkapsular 26 7,945 1,015-62,212 0,0484
Hannover
0 25 1
1 32 0,805 0,253-2,562 0,7132
2 28 1,056 0,330-3,376 0,9274
3 11 3,642 1,144-11,596 0,0287
Hannover Il
1 25 1
2 60 3,628 0,837-15,728 0,0851
3 11 9,600 1,925-47,885 0,0058

Tabelle 36: Univariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Klassifikationssysteme mit dem
Gesamtiberleben.

54



Histologische Merkmale zur Klassifikation von SLN Metastasen und ihre Bedeutung fir Patienten mit MM

Auch in Bezug auf das Gesamtuberleben zeigen die Klassifikationssysteme
Rotterdam+Mitose (p = 0,0007) und Augsburg+Mitose (p = 0,0038) eine signifikante
Korrelation. (Tab. 37, 38).

Rotterdam
+ Mitose n Gesamtuberleben Tage Monate p
A 25 Mittelwert 1665 547
Median 1522 50,0
Minimum - Maximum 440-3256 14,5-107,0
IB 0 - - -
A 38 Mittelwert 1885 61,9
Median 1874 61,6
Minimum - Maximum 31-4053 1,0-133,2
1B 6 Mittelwert 927 30,5
Median 907 29,8
Minimum - Maximum 347-1430 11,4-47,0
A 6 Mittelwert 1767 58,1
Median 1810 59,5
Minimum - Maximum 626-2760 20,6-90,7
1B 21 Mittelwert 1615 53,1
Median 1128 37,1
Minimum - Maximum 97-4442 3,2-145,9 0,0007

Tabelle 37: Korrelation der Rotterdam+Mitose Klassifikation des SLN mit dem Gesamtiiberleben.

Augsburg

+ Mitose n Gesamtuberleben Tage Monate p

[ 32 Mittelwert 1851 60,8
Median 1721 56,5
Minimum - Maximum 440-3409 14,5-112,0

IB 0 - - -

A 22 Mittelwert 1746 57,4
Median 1661 54,6
Minimum - Maximum 153-4053 5,0-133,2

1B 8 Mittelwert 1468 48,2
Median 907 29,8
Minimum - Maximum 97-4442 3,2-145,9

A 15 Mittelwert 1747 57,4
Median 1826 60,0
Minimum - Maximum 31-2760 1,0-90,7

1B 19 Mittelwert 1460 48,0
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Median 1128 37,1

Minimum - Maximum 122-4246 4,0-139,5 0,0038

Tabelle 38: Korrelation der Augsburg+Mitose Klassifikation des SLN mit dem Gesamtiiberleben.

3.8.1 Multivariable Korrelationsanalyse (Gesamtuberleben)

Die binare SLN-MR1 (<1 vs. 21 Mitosen/mm?) zeigt eine hochsignifikante Korrelation
mit dem Gesamtuberleben (p <0,0001) und ermoglicht somit eine verbesserte
Diskriminierung von Patienten mit langsam und schnell fortschreitender Erkrankung im
Vergleich zu den bisher bestehenden Klassifikationssystemen und der binaren
Klassifikation des gro3ten Tumornestes und der Eindringtiefe (Tab. 39). Wird die
Mitoserate nicht in die multivariable Analyse mit aufgenommen zeigt die Hannover I
Klassifikation die hochste Signifikanz (p = 0,003). Wird die SLN-MR1 mit in das
multivariable Modell aufgenommen zeigt sich, dass nur die SLN-MR1 und die Anzahl

positiver SLN bei der SLND im Modell verbleiben.

Gesamtuberleben Mit SLN-MR Ohne SLN-MR
Parameter p-Wert p-Wert
SLN-MR n.s. -
SLN-MR1 (< vs. 21) <0,0001 -
Durchmesser grofdtes Tumornest n.s. n.s.
Durchmesser grof3tes Tumornest (< vs. 21) n.s. n.s.
Rotterdam n.s. n.s.
Eindringtiefe n.s. n.s.
Eindringtiefe (< vs. 21) n.s. n.s.
Augsburg S n.s. n.s.
Hannover Il n.s. 0,003
Dewar n.s. n.s.
Anzahl positiver SLN 0,0204 0,0260

Tabelle 39: Multivariable Cox Regressionsanalyse verschiedener Klassifikationssysteme des SLN mit

dem Gesamtuberleben.
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4 DISKUSSION

Die Positivitat des Sentinel Lymphknoten gilt nach wie vor als einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren bei Patienten mit einem Malignen Melanom. Dennoch stellen
SLN-positive Patienten in Bezug auf den Krankheitsverlauf, das melanomspezifische
Uberleben und das Gesamtiiberleben ein enorm heterogenes Patientengut dar.
Angesichts der steigenden Zahl neuer medikamentoser Therapien erscheint es daher
zwingend erforderlich, SLN-positive Patienten mit langsam und schnell
fortschreitender Erkrankung bestmoglich unterscheiden zu kdnnen, um diejenigen zu
identifizieren, die von einer frihen adjuvanten Therapie besonders profitieren. Hierfur
wurden in dieser Studie alle gangigen in der Literatur beschriebenen
histopathologischen Parameter und Klassifikationssysteme sowie die Sentinel-
Mitoserate (SLN-MR) als neuer prognostischer Marker bei SLN-positiven Patienten
untersucht und mit dem Uberleben und dem Krankheitsverlauf korreliert.

Trotz der Tatsache, dass alle bisher veroffentlichten SLN Klassifikationssysteme
zumindest in einigen ihrer Untergruppen eine signifikante Korrelation mit der Prognose
aufwiesen, unterschied sich ihre Trennscharfe bei Patienten mit langsam und schnell
fortschreitender Erkrankung deutlich. Bei der Auswertung der Korrelation mit dem
krankheitsfreien Uberleben zeigte sich beispielsweise ein signifikanter Unterschied in
der Augsburg S Klassifikation fur die Trennung zwischen Sl und SllI (p = 0,0434), nicht
aber bezuglich der Trennung von Sl und SlI (p = 0,3534). Fir die einfachere binare
Unterscheidung der Eindringtiefe zeigte sich ebenfalls eine signifikante Korrelation mit
dem krankheitsfreien Uberleben (p = 0,0610), allerdings mit einem weniger deutlichen
p-Wert als bei der binaren Klassifikation der Mitoserate, der SLN-MR1 (p = <0,0001).
Es ist somit nicht verwunderlich, dass keine der beiden Klassifikationen fur die
Eindringtiefe nach Einschluss der SLN-MR1 in die multivariable Cox-
Regressionsanalyse einen zusatzlichen prognostischen Wert aufzeigen.

Ahnliche Werte zeigten sich bei der Korrelation der histologischen Parameter des SLN
mit dem Gesamt- und dem MM spezifischen Uberleben. Beim MM spezifischen
Uberleben zeigte sich fiir den Durchmesser des groRten Turmonestes in der
Rotterdam Klassifikation eine signifikante Korrelation mit dem MM spezifischen
Uberleben zwischen dem Rl und RIII Stadium (p = 0,0293), jedoch nur ein Trend zur
Signifikanz zwischen dem Rl und RIl Stadium (p = 0,0879). Wurde die binare
Klassifikation des Durchmessers des grof3ten Tumornestes mit dem MM spezifischen
Uberleben korreliert, konnte ebenso lediglich ein Trend zur Signifikanz gezeigt werden
(p = 0,0530). Die absoluten Werte fur die Mitoserate (p = 0,0083) und auch die binare
SLN-MR1 (<0,0001) korrelierten signifikant mit dem MM spezifischen Uberleben. Auch
fur das MM spezifische Uberleben zeigte sich somit in logischer Folge bei Einschluss
der SLN-MR1 in die multivariable Cox-Regressionsanalyse kein zusatzlicher
Einschluss des Durchmessers des grof3ten Tumornestes, respektive der Rotterdam
Klassifikation in das Modell.

In den multivariablen Cox-Regressionsanalysen aller drei Endpunkte (krankheitsfreies
Uberleben, MM spezifisches Uberleben und Gesamtiiberleben) zeigte sich die SLN-
MR1 als Klassifikationssystem mit der am starksten signifikanten Korrelation mit dem
jeweiligen Endpunkt. Dass in unserer statistischen Auswertung in jedem multivariablen
Cox Regressions Modell zusatzlich zur SLN-MR1 jeweils ein anderer Parameter mit in
die Auswertung einflie3t (namlich die Dewar Klassifikation fur das krankheitsfreie
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Uberleben und die Anzahl positiver SLN fir das MM spezifische und
Gesamtuberleben) zeigt, dass kein anderes Klassifikationssystem zu einer ahnlichen
Trennscharfe wie die SLN-MR1 fuhrt.

4.1 Eignet sich die Mitoserate des Sentinel Lymphknoten als prognostischer Marker?

Unsere Daten zeigen, dass die einfache binare Klassifikation basierend auf der
Mitoserate des SLN, mit ahnlichen Grenzwerten wie bei der Mitoserate fur das MM in
der AJCC 2009 Klassifikation, die hochste Trennscharfe zur Trennung von Patienten
mit langsam und schnell fortschreitender Erkrankung aufweist.

Die Mitoserate wurde erstmals 1978 von Schmockel et al. als prognostischer
Parameter fUr primare Melanome beschrieben.'? In der Folge wurde bereits in den
1980-er Jahren die einfach durchfuhrbare und gut reproduzierbare Hot-Spot-Methode
zur Bestimmung der Mitoserate fur die histologische Diagnostik beim MM
beschrieben.’”® Dennoch erfolgte die routineméssige Erhebung der Mitoserate beim
MM erst mit der Veroffentlichung der AJCC Klassifikation 2009, in der dunne
Melanome erstmals anhand der Mitoserate subklassifiziert wurden.?*

In dieser Studie wurde die Mitoserate erstmals auch bei SLN Metastasen erhoben. Zur
einfachen klinischen Anwendung und Reproduzierbarkeit wurde die binare SLN-MR1
mit einem Cut-off Wert von 1 in gleicher Weise wie die Mitoserate beim MM, namlich
mit der Hot-Spot-Methode, erhoben. Bei der Mikroskopie ist besonders darauf zu
achten, nur Mitosen in Melanomzellen und nicht Mitosen in Entzindungszellen zu
zahlen. Daher ist es ratsam fur die Erhebung der SLN-MR1 mit den H.E. gefarbten
Schnitten zu beginnen und diese anschlief3end sorgfaltig mit den immunhistochemisch
gefarbten Abschnitten fur melanozytare Marker (z.B. anti-HMB45, anti-Mart1)
abzugleichen. So kann sichergestellt werden, dass sich die in der H.E. Farbung
gezahlten Mitosen auch sicher in Melanomzellen befinden.

Trotz der Aufnahme der Mitoserate fur MM in die AJCC Klassifikation 2009 wird
weiterhin Uber die Reproduzierbarkeit der Mitoserate bei dinnen MM kontrovers
diskutiert. In mehreren Studien konnte eine gute bis sehr gute Interobserver-Variabilitat
bei der Analyse von pT1 MM und auch bei MM aller Stadien (pT1 - pT4) gezeigt
werden.* 115 Im Gegensatz hierzu zeigten Garbe et al. eine unbefriedigende Inter-
und Intraobserver-Reproduzierbarkeit bei pT1 und pT2 Melanomen. In ihrer Studie
wurden die Mitoseraten von 17 erfahrenen Dermatologen jeweils anhand von H.E.-,
sowie Anti-Phospho-Histon H3-gefarbten seriellen Schnitten begutachtet.'®

Auch der allgemeine prognostische Wert des Mitoserate beim MM wurde in mehreren
Studien nachgewiesen, wahrend andere Studien keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen einer Mitoserate >0 bei einem dunnen MM und einem
erhohten Risiko eines positiven SLN zeigen konnten.?® 117119 Wat et al. analysierten
beispielsweise retrospektiv die Tumordicken, die Mitoserate des MM und die SLN-
Positivitat bei 1072 Patienten in mehreren Zentren. Hierbei zeigte sich die Mitoserate,
unabhangig von der Tumordicke, als guter Indikator fur die SLN-Positivitat. Wurde die
Tumordicke jedoch mitbertcksichtigt, zeigte sich in der untersuchten Kohorte fur
Melanome mit einem Durchmesser von einem Millimeter oder weniger, keine
signifikante Korrelation der Mitoserate mit dem SLN-Status. DarUber hinaus konnte
eine statistisch signifikante Interaktion zwischen der Tumordicke nach Breslow und der
Mitoserate identifiziert werden, sodass bei abnehmender Breslow-Tiefe der Effekt der
Mitoserate auf den SLN-Status abnahm (p = 0,028). Sie kommen daher zu der
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Schlussfolgerung, dass die Mitoserate keinen eindeutigen Nutzen bei der Vorhersage
der SLND bei diunnen Melanomen besitzt. Vielmehr zeigte sich eine signifikante
Interaktion zwischen der Mitoserate des MM und Tumordicke nach Breslow, sodass
der pradiktive Wert der Mitoserate auf die SLN-Positivitat auch von der Breslow-Dicke
abhangig sein konnte.9

Nichtsdestotrotz sollten der Nutzen der Mitoserate und die Auswirkung auf eine
allfallige Behandlungsentscheidungen in jedem Setting unabhangig voneinander
beurteilt werden, da der allgemeine prognostische Wert der Mitoserate bei MM aller
Stadien und auch ihr Wert bei der Beurteilung von atypischen melanozytaren Tumoren
in mehreren Studien nachgewiesen wurde. 2% 121

Unserer Meinung nach ist die Beurteilung des SLN-MR1 nicht vergleichbar mit der
Beurteilung des Mitoserate bei dunnen MM. Wir haben einen standardisierten Ansatz
zur Messung von SLN-MR1 verwendet, der ohne grol3e Zeitverzogerung in die
routinemassige histologische Aufarbeitung von SLN integriert werden kann.

In unserer Kohorte reichte die SLN-MR von 0-15 Mitosen/mm?. Obwohl die absolute
Anzahl der Mitosen pro mm? signifikant mit dem Gesamtuberleben, dem
melanomspezifischen und dem krankheitsfreien Uberleben korrelierte, konnte auch
eine einfache binare Klassifikation von <1 vs. 21 Mitosen/mm? effizient zwischen
Patienten mit langsam und schnell fortschreitender Erkrankung unterscheiden. Diese
binare Klassifikation hat zwei Vorteile. Erstens ist sie identisch mit der Klassifikation
fur das MM und kann daher leicht angewendet und schnell in die histopathologische
Auswertung jeder Klinik aufgenommen werden. Zweitens gehen wir von einer guten
Reproduzierbarkeit unter verschiedenen Untersuchern aus, da die Kkorrekte
Identifizierung einer einzelnen Mitose fur die Klassifizierung ausreicht, wahrend der
genaue absolute Wert der SLN-MR (Mitosen/mm?) aufgrund unterschiedlicher
Mikroskopeinstellungen zu mehr Variabilitat fihren konnte. Nichtsdestotrotz sollte die
Reproduzierbarkeit der SLN-MR1 unserer Meinung nach in zukunftigen Studien noch
weiter untersucht werden.

An unserer Klinik werden die immunhistochemischen Farbungen der SLN derzeit
routinemassig mit melanozytdren Markern wie anti-HMB45 und anti-Mart1
durchgefuhrt. Zukinftig konnte zur verbesserten Detektion von Mitosen im SLN die
IHC Farbung mit einer Kombination von Antikérpern die Mitosen und Melanozyten
markieren (z.B. Anti-Phospho-Histon H3 (anti-pHH3) erfolgen, um die Genauigkeit und
Geschwindigkeit der Erhebung der SLN-MR zu verbessern. Casper et al. verglichen in
einer doppelblinden Studie bei MM Patienten mit dunnen Lasionen von 0,45 bis 1,2
mm Tiefe die Ergebnisse der detektierten Mitoseraten bei der routinemassigen H.E.
Farbung und einer anti-Phospho-Histon H3 Farbung. Hierbei zeigten sich im
Durchschnitt 1,63 Mitosen/mm? in der anti-pHH3 Farbung und 0,67 Mitosen/mm? in
der H.E. Farbung, was einem durchschnittlichen Anstieg der detektierten Mitosen von
243% entspricht. Es gab in der Untersuchung keine dinnen MM, die mitotisch inaktiv
in der anti-pHH3 Farbung, aber mitotisch aktiv in der H.E. Farbung waren.'?? Eine
andere Studie konnte hingegen zeigen, dass die Bewertung der Mitoserate anhand
der IHC Farbung die Bewertung anhand der H.E. Farbung nicht ersetzen konnte und
somit eine Kombination beider Farbungen die effizienteste Untersuchungsmethode
scheint.”'* Es sind daher unserer Meinung nach zusétzliche Studien notwendig, um
die Praktikabilitat und den prognostischen Wert einer anhand von IHC Farbungen
bewerteten SLN-MR1-Klassifikation im Vergleich zur H.E.-Farbung zu prufen.
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Obwohl es eine signifikante Korrelation zwischen der SLN-MR und den restlichen
histologischen Parametern des SLN gab (z.B. Durchmesser grof3tes Tumornest,
Eindringtiefe), war diese nicht sonderlich stark, was der Spearmans
Korrelationskoeffizient von 0,5-0,7 belegt. Das bedeutet, Mitosen fanden sich bei
groReren MM Metastasen im SLN und bei einer groReren Eindringtiefe deutlich
haufiger. Allerdings wurden auch groRe Metastasen ohne Mitosen, sowie kleinere
Metastasen mit Mitosen gefunden, was zeigt, dass die SLN-MR nicht nur ein
Surrogatmarker fur die Tumorgrof3e im SLN ist. Binare Klassifikationen auf Basis des
Durchmessers des grof3ten Tumornestes, der Eindringtiefe und der SLN-MR1 fuhrten
daher zu deutlich unterschiedlichen Unterteilungen von Hoch- und
Niedrigrisikogruppen. In Bezug auf das MM spezifische Uberleben zeigte sich
beispielsweise bei 34 Patienten eine maximale Eindringtiefe von > 1 mm (p = 0,1580),
jedoch zeigten nur 27 Patienten = 1 Mitose/mm? (p = <0,0001).

Insgesamt ist es einfach und schnell die SLN-MR1 zu bestimmen und die Umsetzung
in die Praxis erfordert keine zusatzlichen technischen Anforderungen oder Kosten.
Daher schlagen wir vor, die SLN-MR1 ab sofort in alle Pathologieberichte von SLN von
MM Patienten aufzunehmen, um ihren prognostischen Wert in Zukunft in groReren
Kohorten von SLN-positiven MM Patienten weiter zu untersuchen.

In unserer Kohorte zeigten sich bei Patienten mit einer SLN-MR1 = 1 Mitosen/mm?
klrzere krankheitsfreie, melanomspezifische sowie Gesamtiberlebensdauern als bei
den fortgeschrittensten Stadien der meisten anderen SLN Klassifikationssysteme. Nur
umfangreiche Erkrankungen nach der Dewar Klassifikation und das Stadium 3 nach
der Hannover | und Il Klassifikation zeigten ahnliche Krankheitsverlaufe. In den
fortgeschrittenen Stadien der anderen Kilassifikationssysteme waren die
Patientenzahlen im Vergleich zur Gruppe der Patienten mit SLN-MR1 = 1 Mitosen/mm?
jedoch deutlich niedriger. Diese letztgenannte Gruppe umfasste fast ein Drittel aller
Patienten, was darauf hindeutet, dass die Sensitivitdt und Spezifitdt zum Nachweis
von Patienten mit schnell fortschreitender Erkrankung fur die Klassifizierung nach der
SLN-MR1 am hochsten ist.

Es erscheint nachvollziehbar, dass die Einbeziehung eines Surrogatparameters fur die
proliferative Aktivitat zusatzliche prognostische Informationen im Vergleich zu reinen
Grollen- oder Ausdehnungsmessungen liefern kann, da diese Parameter durch die
unterschiedlichen Zeitintervalle zwischen der Erstaussaat des MM und der
Diagnosestellung beeinflusst werden konnen. Eine erhohte Mitoserate im SLN kann
zwei Dinge bedeuten, entweder eine gro3e Tumorbelastung (durch eine hohe
proliferative Aktivitat oder eine lange Zeit des Tumorwachstums) oder eine geringe
Tumorbelastung mit hoher proliferativer Aktivitat. Andererseits kann ein SLN-MR <1
entweder auf einen groRen Tumor mit sehr geringer proliferativer Aktivitat hinweisen
(in diesem Fall kann die reine Messung der Tumorbelastung die Aggressivitat des
Tumors Uberschatzen) oder auf eine kleine Tumorbelastung (aufgrund geringer
proliferativer Aktivitat oder kurzer Tumorwachstumsdauer). Ob eine Kombination der
Grolenmessung mit der Mitoserate  (Rottderdam+Mitose) oder der
Ausdehnungsmessung mit der Mitoserate (Augsburg+Mitose) zu einer weiteren
Prazisierung hinsichtlich der Prognoseabschatzung flhrt, muss in kunftigen
Untersuchungen Uberpruft werden.

Trotz der Tatsache, dass weitere multizentrische Analysen notwendig sind um die
verschiedenen Klassifikationssysteme und Parameter noch genauer zu untersuchen
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und schlieB3lich abzugrenzen, welche Parameter, Cut-Off-Werte oder Kombinationen
am besten geeignet sind, positive SLN von MM Patienten zu klassifizieren, glauben
wir, dass unsere Ergebnisse unmittelbare praktische Auswirkungen haben sollten.

Da die Beurteilung der SLN-MR1 einfach und kostengunstig ist, sollte sie in die
routinemafigen Pathologieberichte der SLN von MM Patienten aufgenommen werden.
Zweitens betrachten die meisten aktuellen Arzneimittelstudien zur adjuvanten
Therapie von MM Patienten im Stadium 3 den Durchmesser des grof3ten Tumornestes
im SLN >1mm als Einschlusskriterium. Unsere Daten zeigen jedoch deutlich, dass
diese binare Klassifikation der durch uns neu erhobenen SLN-MR1 unterlegen ist. Die
SLN-MR1 sollte daher an weiteren Patientenkollektiven erhoben werden, um weiter
beurteilen zu kdnnen ob Patienten, die von einer adjuvanten Therapie profitieren, mit
dieser binaren Klassifikation am zuverlassigsten identifiziert werden konnen. Obwohl
die meisten adjuvanten Therapiestudien einen Durchmesser des groften
Tumornestes im SLN >1mm als Einschlusskriterium enthielten, erfolgten die
Zulassungen im adjuvanten Setting fur Nivolumab und Dabrafenib/Trametinib fur alle
Patienten mit Lymphknotenbefall bzw. im Stadium III unabhangig von der
GroRenausdehnung im SLN. Grundsatzlich besteht also bei jedem Patienten mit
positivem SLN die Moglichkeit einer adjuvanten Therapie. Die Wahl der Therapie muss
hier unter Berucksichtigung der potenziellen Wirkungen und Nebenwirkungen,
Vorerkrankungen, Begleitmedikation, Mutationsstatus, Durchfuhrbarkeit der
Therapiemodalitaten und den Praferenzen des Patienten erfolgen. Parameter, die wie
die SLN-MR1 einen rasch progredienten Verlauf indizieren, konnen hier bei der
Therapiewahl zusatzliche Unterstitzung bieten. Ziel von zukunftigen Studien sollte es
sein Kklinische, histologische und ggf. molekulare Kriterien zu definieren, um
nebenwirkungstrachtige Therapien den Patienten vorzubehalten, die hierdurch den
grofdten Nutzen erfahren.

4.2 Limitationen dieser Studie

Eine Limitation dieser Studie ist ihr monozentrisches Design und die begrenzte Anzahl
an Patienten, die in diese Studie eingeschlossen werden konnten. Die Verteilung der
Patienten auf die verschiedenen Stadien der verschiedenen Klassifikationssysteme
und ihre jeweilige Prognose in unserer Kohorte war jedoch den in der Literatur
veroffentlichten Ergebnissen sehr ahnlich. Eine hohe Kongruenz zeigte sich
insbesondere bei der Augsburg S Klassifikation, der Rotterdam und Hannover | und I
Klassifkation.” %4 Unsere Daten bestatigen daher die prognostische Bedeutung und
Reproduzierbarkeit dieser Klassifikationssysteme und zeigen, dass sich die
analysierte Kohorte von Natur aus nicht von den publizierten Kohorten SLN-positiver
MM Patienten unterscheidet. Daher erscheint es glaubhaft, dass unsere Ergebnisse in
ahnlicher Weise auch auf andere Kohorten von SLN-positiven Patienten anwendbar
sind.

Eine weitere Einschrankung dieser Arbeit stellt das unterschiedliche Alter der
mikroskopierten Schnitte dar. Somit ist es denkbar, dass Mitosen, welche generell
schwierig zu detektieren sind, unter Umstanden nicht auf allen Schnitten gleich gut
beurteilt werden konnten. Um diesen Unterschied zu minimieren wurden alte
Praparate neu geschnitten und gefarbt.
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4.3 Problemfalle

Ein Problem in der Augsburg S Klassifikation und in der Dewar Klassifikation stellten
subtrabekular gelegene MM Metastasen im SLN dar. Es wurde in den Originalarbeiten
nicht beschrieben, ob bei diesen Fallen die Eindringtiefe von der Kapsel der
Lymphknoten oder von dem Trabekel selbst gemessen werden sollte. Da der Trabekel
anatomisch gesehen einen Auslaufer der Kapsel darstellt, stellen wir die These auf,
dass letzteres die korrekte Messmethode darstellt. Wir haben daher fur die betroffenen
Falle Messungen von der Kapsel und von dem Trabekel aus vorgenommen und
korrelierten diese mit dem pT Wert der Patienten. Hierbei zeigte sich eine signifikanter
Korrelation mit der Messmethode ab dem Trabekel. Wir sehen diese Messmethode
daher als richtig an und haben diese Methode mit in die Klassifikationssysteme
aufgenommen.

Eine weitere Herausforderung stellte die Unterscheidung zwischen benignen Navi und
MM Metastasen im SLN dar. In einem unserer Praparate konnte sogar bei einem Fall
im selben SLN ein Kapselnavus und eine MM Metastase gefunden werden. Zur
Unterscheidung wurden die Lage und Morphologie des Melanozyten bewertet.
Zusatzlich wurde die Immunhistochemische Farbung mit bertcksichtig, wobei
Kapselnaevi MART1 positiv und HMB 45 negativ waren.'?® De Beer et al. zeigten in
einer Metaanalyse, dass MM Patienten mit einem Kapselnavus im SLN in Bezug auf
das Gesamtiiberleben keinen Unterschied zu SLN-negativen Patienten aufweisen.'?*
Patienten bei denen ein Kapselnavus ohne zusatzliche MM Metastase, nachgewiesen
wurde, wurden daher als nodal negativ betrachtet und somit aus dieser Studie
ausgeschlossen.

62



Histologische Merkmale zur Klassifikation von SLN Metastasen und ihre Bedeutung fir Patienten mit MM

5 ZUSAMMENFASSUNG

Anhand der zahlreichen, teils sehr komplexen und wenig standardisierten bisher
beschriebenen histologischen Klassifikationssysteme fur Sentinel Lymphknoten
Metastasen ist eine adaquate Risikostratifizierung von Sentinel Lymphknoten positiven
Patienten nur eingeschrankt moglich. Um Patienten mit schnell fortschreitender
Erkrankung und somit Patienten, die von neuen zielgerichteten Therapie oder
Immuntherapien profitieren, in Zukunft besser unterscheiden zu kénnen, fuhrten wir
eine retrospektive monozentrische Studie durch. In diese Studie wurden alle Patienten,
bei denen am Universitatsklinikum Mannheim in einem Zeitraum von zehn Jahren
(2002 - 2012) ein positiver Sentinel Lymphknoten diagnostiziert wurde eingeschlossen
(96 von 419 Patienten). Die Mitoserate der Sentinel Lymphknoten Metastasen (SLN-
MR) und weitere histologische Parameter wurden verblindet neu bestimmt und mit
dem klinischen Follow-up korreliert (krankheitsfreies, melanomspezifisches und
Gesamtuberleben). Die durchschnittliche Nachbeobachtungszeit betrug in unserer
Kohorte 53 Monate.

In univariaten Analysen wurde der Durchmesser des groften Tumornestes, die
maximale Eindringtiefe der Tumorzellen, die Anzahl positiver Sentinel Lymphknoten,
die SLN-MR und die Klassifikationssysteme Augsburg S, Rotterdam, Rotterdam-
Dewar-Combined, Hannover | wund Il mit dem krankheitsfreien, dem
melanomspezifischen und dem Gesamtlberleben korreliert. Hierbei konnte die
allgemeine prognostische Validitat der veroffentlichten Klassifikationssysteme fur
Sentinel Lymphknoten Metastasen bestatigt werden. Ausserdem zeigte die erstmals
erhobene Mitoserate der Sentinel Lymphknoten Metastase eine hochsignifikante
Korrelation mit dem krankheitsfreien, dem melanomspezifischen und dem
Gesamtuberleben. Zur Vereinfachung der Anwendbarkeit in der klinischen Praxis
wurde eine binare Klassifikation der SLN-MR mit einem Grenzwert von <1 vs. 21
Mitosen/mm? erhoben (SLN-MR1). Dieser korrelierte ebenfalls signifikant mit den
prognostischen Endpunkten.

Multivariable Cox-Regressionsanalysen, in die alle untersuchten histologischen
Parameter einbezogen wurden, zeigten, dass dieses einfache binare
Klassifikationssystem der starkste unabhangige prognostische Indikator fur alle
analysierten Endpunkte war.

Wir schlussfolgern daher, dass die SLN-MR1, unter allen bisher bekannten
histologischen Parametern und Klassifikationssystemen fur Sentinel Lymphknoten
Metastasen, Patienten mit schnell fortschreitenden Erkrankungen und damit hochstem
Therapiebedarf am genauesten detektieren kann. Die SLN-MR1 ist daruber hinaus der
einzige Parameter der eine Aussage Uber die proliferative Aktivitat der Sentinel
Lymphknoten Metastase im Vergleich zu den reinen Grolen- oder
Ausdehnungsmessungen liefern kann.

Eine Anpassung der histologischen Protokolle mit erganzender Erhebung der SLN-
MR1 sehen wir daher als sinnvoll an. Zumal die Erhebung der SLN-MR1 in
routinemafigen Pathologieberichten einfach und zuverlassig moglich ist. Aufgrund der
Erhebung der SLN-MR1 mit derselben Methode wie bei der Mitoserate beim Malignen
Melanom (Hot-Spot Methode) sind hierfur keine zusatzlichen Personalschulungen
oder technischen Anpassungen notwendig.
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Trotz der in unserer Studienkohorte nachgewiesenen prognostischen Aussagekraft
der SLN-MR1 bei Patienten mit Malignen Melanomen sind weitere Studien mit
groReren Patientenkollektiven notwendig um den Nutzen der SLN-MR1 weiter zu
belegen und ihre Bedeutung fur das therapeutische Ansprechen auf zielgerichtete
Therapien und Immuntherapien zu untersuchen. Daruber hinaus sollte in groer
angelegten Studien gezielt untersucht werden ob GroRen- oder/und
Ausdehnungsmessungen an Sentinel Lymphknoten Metastasen einen prognostischen
Mehrwert zur SLN-MR1 bieten.
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