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Referat

Das maligne Melanom bedingt 90% der Hautkrebsmortalitat und nimmt an Inzidenz stetig zu.
Als Prognoseparameter dient neben klinischen Merkmalen die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie
(SLKB), eine weitreichend etablierte, jedoch kontrovers diskutierte Methode zur friihzeitigen
Identifizierung Kklinisch okkulter Metastasen in den regionalen Lymphknoten. Diverse
histologische Parameter und Klassifikationen wurden entworfen, um die Prognose der Patienten
anhand des SLK mdglichst exakt zu schatzen. Jedoch steht eine abschlieBende Bewertung und
vergleichende Gewichtung der Parameter aus. Wir verglichen den SLK-Status (Melanombefall
ja/nein) und 5 histologische Parameter (S-, Dewar- und Rotterdam-Klassifikation, intra- sowie
extrakapsuldrer Tumorbefall) auf ihren préadiktiven Wert hinsichtlich lokalrezidivfreiem-
(LRFS) und krankheitsfreiem Uberleben (DFS) anhand von 346 Patienten nach SLKB mit
bekanntem Klinischem Verlauf. Weiterhin postulierten wir zur Verbesserung der
Prognosepradiktion ein Modell der dreidimensionalen Abbildung der intranodalen
Tumorarchitektur. Alle SLK wurden in der Universitatsklinik fur Dermatologie und
Venerologie Halle (Saale) entnommen und detailliert histologisch analysiert. Nach der
Identifikation von fiinf Confoundern mittels kausaler Graphen (DAGs) wurden mittels
multivariabler Cox-Regression die statistischen Zusammenhénge ermittelt. C-Indizes wurden
zur Gewichtung der Parameter untereinander eingesetzt. 86 Patienten (24,9%) zeigten
Mikrometastasen im SLK. Hochprédiktive Marker fir beide ZielgroRen waren: der SLK-Status
(HR 2,44 fir LRFS und 1,98 fur DFS), S Il (3,59 respektive 2,88), Dewar V-V (3,87 resp.
3,17), Rotterdam 111 (3,89 resp. 3,06) sowie der extrakapsulare Befall (3,24 resp. 2,34). Der
intrakapsulare Befall spiegelte vorwiegend die lokoregiondre Tumorausbreitung (HR 2,15)
wieder. Ein Inkrement der Tumoreindringtiefe sowie der TumorgréfRe von 500um waren mit
einer moderaten Steigerung des Risikos assoziiert (HR 1,25 resp. 1,06 fur LRFS; 1,24 resp. 1,07
flr DFS), jedoch war die Prézision der Ergebnisse sehr hoch. Das postulierte 3D-Modell der
Tumorarchitektur verbesserte die Prognosepradiktion nicht. Der Einsatz von C-Indizes zur
Gewichtung der Parameter untereinander erbrachte kein verwertbares Resultat. Summa
summarum spiegelt kein einzelner histologischer Parameter die Konfiguration des Tumorbefalls
sowie die Prognose der Patienten vollstdndig wieder. Eine Zusammenfassung von validierten
Parametern des SLK zusammen mit Klinischen- (Alter, Geschlecht) sowie Primartumordaten
(Breslow-Index, Ulzeration) kdnnte eine weitere Verbesserung der Prognosepradiktion erzielen.

Zur Validierung dieser Scores bedarf es groRer, prospektiv randomisierter Studien.

Bethmann, Daniel: Morphologische Details an Sentinel-Lymphknoten-Biopsien von Patienten
mit malignem Melanom und deren Prognoserelevanz, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 66
Seiten, 2014
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Abkirzungen und Symbole

Abktrzungen und Symbole:
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mm Millimeter
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Malignes Melanom

Das maligne Melanom (MM) ist ein bdsartiger Tumor des melanozytéren Zellsystems, das sich
tiberwiegend an der Haut, seltener am Auge und an den Hirn- und Schleimhduten manifestiert.
Es entstent durch Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, die tberwiegend
durch UV-Strahlung induziert werden. Risikofaktoren sind eine grofie Zahl von melanozytéren
Néavi, schwere und hiufige Sonnenbrande in der Kindheit, helle Hauttypen (Typ | und Il) sowie
Immundefekte (hereditdr, medikamentds oder durch eine HIV-Infektion). Polygene Erbfaktoren
fiihren bei etwa 5-10% der MM zur familiaren Haufung [1-3].

Die Inzidenz des Melanoms ist am hdchsten bei stark sonnenexponierten hellhdutigen
Bevolkerungsgruppen und zeigt eine stetige Steigerung in den letzten 3 Jahrzehnten. Damit
zahlt es zu den Malignomen mit der hochsten Zuwachsrate [2,4]. Hauptgrund dafiir ist die
Umstellung der Freizeit- und Urlaubsgewohnheiten mit deutlich vermehrter UV-Exposition in
den letzten 5-6 Dekaden [3]. Die meisten Melanome werden im 50.-60. Lebensjahr
diagnostiziert. Das friiher vermutete gehdufte Auftreten bei Frauen kann heute nicht bestatigt
werden [2]. Ménner haben eine deutlich schlechtere Prognose [5].

Obwohl das Melanom nur 10% der Hautkrebsdiagnosen ausmacht, ist es fiir ca. 90% der
Hautkrebsmortalitat verantwortlich [6]. Es besteht eine friihzeitige Tendenz zur iberwiegend
lymphogenen Metastasierung. Tumorstadien mit Fernmetastasen sind trotz  neuer
Behandlungsmethoden (CTLA-4-Antikorper Ipilimumab, BRAF-Inhibitor Vemurafenib) immer
noch unzureichend therapierbar [2,7-8]. Eine zeitlich beschrankte Tumorprogression ist zwar zu
erreichen, jedoch keine Heilung. Bedingt durch die exponierte Lage an der Haut kann die
(Verdachts-) Diagnose zumeist klinisch bzw. gestutzt durch die Dermatoskopie gestellt werden.
Goldstandard ist die histologische Untersuchung.

Die Therapie des Melanoms erfolgt primér chirurgisch durch die der Exzision des Primartumors
und stadienabhdngig gegebenenfalls nachgeschalteter Lymphknoten [1,4,9]. Die Prognose in
klinisch lokalisierten Stadien (American Joint Committee on Cancer (AJCC) Stadium I-11) [10]
ist mit 85-95% in Bezug auf das 5- und 10-Jahres-Uberleben (5-JU/10-JU) sehr gut, die von
Patienten mit Fernmetastasen (AJCC IV; 45-65% 5-JU und 12% 10-JU) deutlich schlechter
[6,11-15]. Prognosebestimmend ist die zum Operationszeitpunkt klinisch vielfach schwer zu
beurteilende Metastasierungssituation. Wahrend ein Grofteil der Melanompatienten, bei denen
eine Metastasierung noch nicht stattgefunden haben durfte, dauerhaft kein Rezidiv erleidet und
durch die Operation gleichsam ,,geheilt” werden kann, treten bei etwa 30% der Patienten im
Verlauf Rezidive in Form von Metastasen auf. Mittel der Wahl zur prognostischen Beurteilung

ist die Wachter-Lymphknoten-Biopsie [3].
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1.2 Sentinel-Lymphknoten

Schon vor Uber 140 Jahren &uRerte sich Rudolf Virchow tiiber die ,,materielle” Ausbreitung und
tiber mehrere Lymphknoten-Stationen durchlaufende schrittweise Progression von Karzinomen
[16]. Um 1900 wurde begonnen, detaillierte Kenntnisse Uber die Lymphabflusswege des
Menschen mittels Farbstoffmarkierung, zundchst an Leichenpraparaten, spater in vivo, zu
sammeln. Zuerst dienten diese jedoch der topographisch-anatomischen Ermittlung und weniger
der Kklinischen Bedeutung einer lymphogenen Metastasierung [17]. Dies anderte sich in den
1940er Jahren zunehmend, als Gray in einer Publikation Uber Lymphgefalie [18] betonte, dass
die metastatische Durchsetzung einer regionédren Filterstation mit dem Befall selektiver LK

beginne.

Der Begriff Wachter-Lymphknoten (fortan: Sentinel-Lymphknoten, SLK) wurde erstmals von
Gould et al. 1960 [19] und Cabafias 1977 [20] durch Untersuchungen zur operativen Entfernung
von Parotis- bzw. Peniskarzinomen geprégt. Er bezeichnet den Lymphknoten, der wie ein
Vorposten oder Wachter der Gesamtgruppe regionarer LK vorgelagert ist und als erster den
vom Tumor wegfiihrenden Lymphstrom aufnimmt und filtriert. Schon damals empfahlen die
Autoren eine intraoperative Schnellschnittuntersuchung dieses LK zur Indikationsstellung einer
kompletten Lymphadenektomie der regionédren LK-Station (nach [17]).

Um regiondre lymphogene Melanommetastasen friihzeitig erfassen und entfernen zu kénnen,
wurde in den folgenden Jahren bei vielen Patienten, auch im klinischen Stadium 1, eine elektive
Lymphknotendissektion (ELKD) durchgefihrt, d.h. die radikale Entfernung aller klinisch
unauffalligen regiondren LK [21-22]. Bei etwa 20% dieser LK fanden sich Mikrometastasen,
d.h. ausschlieBlich histologisch diagnostizierbare Tumorinfiltrate [23]. Die ELKD ist jedoch mit
einer ausgepragten Morbiditdt behaftet: Komplikationsraten von 15 bis {ber 50% sind
beschrieben [24-31]. Postoperativ treten prolongierte Lymphorrhoen, Serome und
Wundheilungsstérungen auf [27,32-33], an den Extremitaten kommt es zu Lymphddemen und
im Kopf-Hals-Bereich zu Nervenlasionen, chronischen Schmerzen sowie groRen kosmetisch
storenden Narben [34]. Haufig werden auch aufgrund fehlender Selektivitit oder anatomischer
Variabilitat nicht die betroffenen LK entfernt [21]. Hinzu kam, dass mehrere prospektiv
randomisierte Studien in den 1980er Jahren [35-38] keinen Uberlebensvorteil der Patienten mit
ELKD gegeniiber denen ohne Operation nachweisen konnten [21]. Zusammenfassend erhielten
somit etwa 80% der Melanompatienten einen ausgeprégten nebenwirkungsreichen Eingriff,

obwohl dieser keinen prognostischen Nutzen brachte.
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1.3 Sentinel-Lymphknoten-Biopsie

Die genannten Nachteile der ELKD forderten die Suche nach einer Methode, um abgesiedelte
Tumorzellen in Lymphabflusswegen einfach, sicher und nebenwirkungsédrmer zu erfassen. Es
ist ein Verdienst von Morton et al., dass 1992 das Sentinel-Lymphknoten-Prinzip, zu der Zeit
schon beim Mammakarzinom etabliert, auf das maligne Melanom Ubertragen wurde [22]. Es
stitzt sich auf die Annahme, dass es immer einen oder wenige LK gibt, welche/r die aus einem
Tumor per Lymphabstrom freigesetzten Tumorzellen primér aufnimmt. Durch dessen selektive
Entnahme, genannt Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SLKB), und histologische Beurteilung
lasst sich der regiondre lymphatische Metastasierungsstatus des Patienten sicher bestimmen
ohne weitere LK untersuchen zu missen [17]. Das bedeutet, dass bei einem metastasenfreien
SLK die Metastasenfreiheit flr alle nachgeschalteten LK der Region angenommen wird [39].
Technische Verbesserungen miindeten 2000 in den sog. Augsburg Consensus [40], der die Basis
fur die heutige Anwendung der SLK-Biopsie bildet.

Der Sentinel-LK-Status (Melanom-Befall ja/nein; fortan SLK-Status) ist neben dem Breslow-
Index des Primartumors der prognostisch wichtigste Marker beim Melanom [11-13,31] und
integraler Bestandteil des AJCC-Staging-System [10] sowie der AWMPF-Leitlinie ,,Malignes
Melanom* [3]. Abhéngig von Prognosefaktoren des Primartumors wie Breslow-Index und
Ulzeration haben 14-33% der Melanompatienten SLK-Mikrometastasen [12,14,41]. Patienten
mit negativem SLK-Status haben im Allgemeinen ein exzellentes 5-JU von 90-95%,
wohingegen ein positiver Sentinel-Status mit einem deutlich reduzierten 5-JU von 50-65%
assoziiert ist [10-12,14,42]. Bei Tumorbefall des SLK werden dem Patienten eine radikale
lokale LK-Ausraumung sowie eine adjuvante Therapie empfohlen. Bei einem tumorfreien SLK-

Status kann von weiteren operativen Mallnahmen abgesehen werden [43].

Die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie ist heute eine weitgehend akzeptierte und prazise
diagnostische Prozedur zur Primarversorgung von Patienten mit einem malignem Melanom
ohne klinische Anzeichen einer regionalen oder Fern-Metastasierung [42,44]. Sie ist minimal
invasiv und von hoher Sensitivitat und Spezifitat [39]. Sie vermag bei Patienten mit klinisch
okkulten LK-Metastasen, notwendige und ggf. prognoseverbessernde Therapien zu begriinden
sowie bei histopathologisch SLK-negativen Befunden eine nicht evidenzbasierte Therapie zu
vermeiden [6,45-46].

Trotz allem ist die Methode nicht nebenwirkungsfrei und ihr prognostischer Einfluss wird gar
weiterhin kontrovers diskutiert [47-48]. Mehrere Studien postulieren préadiktive Effekte
abhéngig vom histologisch erfassten Befallsmuster auf das lokalrezidivfreie- (LRFS) und das
krankheitsfreie Uberleben (DFS). Eine Ubersicht bietet Tabelle 1.

-3-
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Tab. 1: Kriterien der SLK-Histologie mit postuliertem pradiktivem Wert fir LRFS/DFS.

Klassifikation Nstugien | Nsik+ Follow-Up ( X ) | Literatur
SLK-Status 6 39-1080 | 23-72 Monate [11-12,15,44,49-50]
TPD / S-Klassifikation 8 26-217 | 30-48 Monate [51-58]
Dewar-Klassifikation 3 77-951 | 30-37 Monate [44,51,53]
8
6

TumorgréRe / Rotterdam-KI. 77-1080 | 30-48 Monate [44,51,55-57,59-61]
98-606 | 29-50 Monate [55-56,62-65]
Extrakapsulérer Befall 6 79-169 | 21-40 Monate [56,64-68]

Abkirzungen: TPD: tumour penetration depth (Tumoreindringtiefe); Ngwdien: Anzahl an Studien;
Nsik+: Anzahl an Patienten mit SLK-Melanombefall.

Intrakapsularer Befall

Ein Einfluss auf das Gesamtiiberleben (OS) wird von der tberwiegenden Zahl der Studien nicht
festgestellt [44,50-51,53-55,65,69]. Haufig sind jedoch die vorangegangenen Untersuchungen in

ihrer prognostischen Aussagekraft limitiert. Dies hat mehrere Ursachen:

Erstens, viele der Studien sind multizentrisch angelegt, um eine groRe Fallzahl und die damit
einhergehende statistische Power zu erreichen. Dies fihrt jedoch zu einer deutlichen
Heterogenitat der Daten, z.B. durch multiple Untersucher oder variierende Protokolle der
histologischen Evaluation, und mindert wiederum die statistische Aussagekraft. Ein

hochstandardisierter, monozentrischer Ansatz ware zu bevorzugen.

Zweitens, es wurden h&ufig nur Einzelparameter analysiert. Neben dem SLK-Status ist dessen
Befallsmuster jedoch sehr heterogen: es reicht von einzelnen isolierten Melanomzellen bis zur
vollstdndigen Destruktion des Lymphknotenparenchyms durch Tumorgewebe [14]. Eine
Vielzahl von Parametern und Klassifikationen, von der TumorgréBRe [51,55,70-71], der
Tumoreindringtiefe [44,55,72-74] und dem Streuungsmuster [44,75] bis zum Nachweis von
Melanomzellen intrakapsuldr [55-56] und extrakapsuldr [56,76], wurden entwickelt. Daher ist
es nicht verwunderlich, dass bis heute keine Klassifikation etabliert werden konnte, die den
SLK-Befall optimal abbildet. Auch fehlt bis heute eine erschopfende Ermittlung der wichtigsten
Merkmale mit deren vergleichender Gewichtung.

Drittens, die bisherigen Studien untersuchten mannigfaltige Endpunkte, darunter
fernmetastasenfreies Uberleben oder die Positivitat von Lymphknoten distal des SLK. Aufgrund
der primér lokoregionaren Streuung des MM ware nach heutigem Wissenstand eine
Fokussierung auf die Endpunkte , lokalrezidivfreies Uberleben* zur Beurteilung der lokalen

Streuung und ,, krankheitsfreies Uberleben* zur Beurteilung des gesamten Krankheitsverlaufes

-4 -
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zu fordern, um die Lebensqualitit der Patienten zu verbessern. Eine Orientierung auf das OS

erscheint deshalb eher nachrangig.

Zuletzt wird die Tumormasse, sowohl sonographisch als auch histologisch, zweidimensional
erfasst. Eine drei-dimensionale Aufnahme ist derzeit zeit- und kostentechnisch nicht rational.
Eine behelfsweise Anndherung an einen 3D-Parameter, gewonnen aus den gemeinhin

analysierten 2D-Parametern der Histologie, kdnnte die statistische Prazision weiter verbessern.
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2. Ziele

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, folgende Fragen zu beantworten:

Erstens, bieten der SLK-Status sowie flinf weitere histopathologische Kriterien des SLK einen
prognostischen Ausblick auf das lokalrezidivfreie- (LRFS) und das krankheitsfreie Uberleben

(DFS) beim malignen Melanom?

Zweitens, wie groR sind die Unterschiede zwischen den Kriterien und lassen sich diese

gegeneinander gewichten?

Drittens, lasst sich aus den routinemaBig ermittelten Daten zur SLK-TumorgréBRe eine
Anndherung an die 3-dimensionale Tumorarchitektur im SLK ableiten und damit die

Prognosepradiktion weiter verbessern?
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3. Material und Methodik

3.1 Betreuung und Nachsorge

Die vorliegende Arbeit wertet die Daten von 346 an der Universitatsklinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Venerologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg im Zeitraum
vom 17.02.2004 bis 06.11.2012 (closing date) behandelten Patienten mit primarem malignem
Melanom der Haut, bei denen eine SLKB erfolgte, aus. Alle Patienten wurden Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum in der Ambulanz fiir onkologische Dermatologie betreut. Das
MM wurde entweder in der Universitatshautklinik primar diagnostiziert oder die
Diagnosestellung inklusive der Primartumor-Exzision erfolgte extern und die Patienten stellten
sich in deren Folge zur SLKB vor. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung waren alle Patienten
Klinisch im Tumorstadium IB bis 1IC des AJCC (2002), d.h. ohne Zeichen einer regionalen-
oder Fernmetastasierung. Das initiale Staging beinhaltete in der Regel eine klinische
Untersuchung mit Lymphknoten-Palpation und -Sonographie sowie ein praoperatives Staging
mittels Bildgebung der viszeralen Organe. Alle Patienten erhielten eine SLKB in der
Universitatshautklinik.  Die  Nachsorgeuntersuchungen  beinhalteten  abhéngig  von
Tumorausbreitung und Risikofaktoren eine klinische Untersuchung alle 3 Monate, eine LK-
Sonographie alle 6-12 Monate sowie jahrlich eine Bildgebung der viszeralen Organe

entsprechend der jeweilig gultigen Therapieleitlinie.

3.2 Ausschlusskriterien

Sechs von initial 352 Studienpatienten wurden von der Auswertung ausgeschlossen: Zum einen
flnf Patienten aufgrund einer Primartumorlokalisation im Kopf-/Hals-Bereich. Melanome in
diesem Areal sind bekannt fur lhre Inhomogenitat und unvorhersehbare Lymphabflusswege: 1)
der Lymphabfluss ist mittels Szintigraphie nur schwer zu visualisieren, weil die SLK oft in
unmittelbarer N&he des Injektionsortes liegen; 2) die Tracer, v.a. der blaue Farbstoff, wandern
rapide und lassen sich somit unzuverldssiger detektieren als im Rumpf- und
Extremitéatenbereich; 3) die SLK sind zum Teil sehr klein und an schwer zugénglichen Stellen,
wie in der Glandula parotis, lokalisiert; 4) die Anzahl der SLK ist hoch und sie kdnnen sich in
mehr als einem Lymphabstromgebiet wiederfinden [77-78]. Es ist beschrieben, dass der
Lymphabfluss hier in bis zu 84% der Félle von den Klinisch vorhergesagten Bahnen abweicht
[79-80], zum Teil bei demselben Patienten in zeitlich versetzten Messungen [81]. In ca. 10% der
Félle verlauft er bilateral [78,82]. Die Rate von falsch-negativen Resultaten betrégt im Median
20,4 % [83]. Um die Treffsicherheit zu erhdhen, wird empfohlen, die SLKB im Kopf-/Hals-
Bereich ausschlieflich spezialisierten Chirurgen zu (berlassen [84]. Zur Schaffung eines

homogenen Patientenguts richteten wir unseren Fokus auf Melanome im Bereich von Rumpf
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und Extremitaten. Des Weiteren wurde ein Patient von der Auswertung ausgeschlossen, da es
am closing date nur Daten zur Primdrtumordiagnostik/-therapie gab, jedoch noch kein
verwertbares Nachbeobachtungsintervall. Die verbliebenen 346 Patienten wurden zur

Auswertung herangezogen.

3.3 Sentinel-Lymphknoten-Biopsie

Gemaly aktueller Empfehlungen der AWMF [3] und EORTC [1] wurde die Indikation zur
SLKB in Abhéngigkeit von der Eindringtiefe des Primértumors nach Breslow gestellt. Diese
wurde, wenn moglich, préoperativ sonographisch bestimmt, um die operative Entfernung von
Primartumor und Sentinel-LK in einer Sitzung zu ermdglichen. Bei auswaértig diagnostizierten
und exzidierten Melanomen entschied man auf Basis der vorliegenden histologischen Befunde.
Empfohlen wurde die SLKB ab einer Tumordicke nach Breslow von > 1,0mm respektive
<1,0mm beim Vorliegen zusatzlicher Risikofaktoren wie Alter <40a, Clark-Level VI/V,
Ulzeration oder Regression des Primar-
Tumors [46,85-91]. Die operative

Entfernung von Primértumor oder SLK

erfolgte  durch  einen erfahrenen
Dermatochirurgen des Universitats-
klinikums Halle. Préoperativ wurde der

SLK mittels ,lymphatic mapping*
markiert [48,89,92-93]. Dazu wurde

eine Tracersubstanz (**"Tc-markiertes

Eiweilkolloid) peritumoral injiziert
(Abb 1) und anschlieRend mittels Injection site Surgical exposure of sentinel lymph node
Lymphabfluss-Szintigrafie [6,94] die Abb. 1: Lokalisation des SLK (aus [2]).

Zahl und der Verlauf der efferenten

LymphgeféaRe sichtbar gemacht (Abb.
2). Nach Anreicherung der
Tracersubstanz im SLK wurde dieser
mittels einer Gammakamera lokalisiert
[95-98] und die Lage an der Haut
markiert. Einige Stunden oder einen

Tag nach der Markierung erfolgte

zunachst die Exzision des Primarius.

Abb. 2: Lymphatic mapping eines Melanoms am
mittleren Ricken (aus [6]).
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Der Sicherheitsabstand richtete sich nach dem Breslow-Index: 1cm Abstand bei Tumoren < 2,0
mm, 2 cm bei Tumoren > 2,0 mm [99]. Danach wurde im markierten Hautareal im Verlauf der
Hautspaltlinien ein wenige Zentimeter langer Schnitt gesetzt und mittels der Gammasonde
samtliche Sentinel-Lymphknoten identifiziert. Nach Ligatur der afferenten sowie efferenten
LymphgefalRe wurden die SLK extirpiert. Alle entnommenen Lymphknoten wurden sofort in
4% Formalin fixiert. Bei Tumornachweis in mindestens einem der SLK wurde im Anschluss die
Madglichkeit einer kompletten Lymphadenektomie sowie adjuvanter systemischer MaRnahmen
mit dem Patienten erdrtert. Bei Negativitidt des SLK erfolgten keine unmittelbaren weiteren

operativen MafRnahmen.

3.4 Immunhistochemische Prozessierung

Die  immunhistochemische = Aufarbeitung  erfolgte  standardgemal  durch  das
dermatohistopathologische Labor der Universitatsklinik Halle. Nach Eingang des in 4-%
Formalin fixierten Préparats und Vergabe einer ldentifikationsnummer pro SLK erfolgte der
Zuschnitt. Dabei wurde bei Praparaten ab ca. Erbsengrofle der Lymphknoten nach einem
standardisierten Protokoll mehrfach entlang des groBten Durchmessers geteilt, um mdoglichst
viele reprasentative Schnittebenen zu gewinnen. Kleinere Prdparate wurden ohne Zuschnitt
weiter aufgearbeitet. Im Anschluss erfolgte die Einbettung (Shandon Excelsior, Thermo
Electron, Waltham, USA) (ber aufsteigende Alkohol- und Xylolb&der ins Paraffin (Paraplast,
McCormick Scientific, Richmond, USA). Nach dem Guss in Paraffinbléckchen wurden nun
mittels eines Rotationsmikrotoms (Jung RMZ2035, Leica, Wetzlar, Deutschland) und
Einmalklingen (R35, Feather Safety Razor, Osaka, Japan) préparatetaugliche 5um-Schnitte
erzeugt. Diese wurden anschlieRend im Wasserbad bei 50°C auf Objekttrager (fiir HE-Féarbung:
Elka Assistent, Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim, Deutschland; fir Immunfarbungen:
Superfrost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen und danach wenige
Minuten bei 48°C (ber einer Heizplatte angetrocknet. Pro Sentinel-LN wurde ein Minimum an
60 Anschnitten erzeugt, je */; fiir die spateren 3 Farbungen Hamalaun und Eosin (Hamalaun:
Mayers Hamalaunldsung, Merck, Darmstadt, Deutschland; Eosin: Eosin-Y-Ldsung mit Phloxin,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (HE), MelanA (1:25 Verdinnung, Anti-Human MelanA, Clone
A103, Dako, Glostrup, Danemark) und HMBA45 (1:50 Verdiinnung, Anti-Human-Melanosome,
Clone HMBA45, Dako).

Nach 1-stindiger Inkubation der Objekttrdger bei 80°C (HE) bzw. 60°C (Immunfarbungen)
(Thermocenter, SalvisLab, Rotkreuz, Schweiz) zum Abschmelzen von Paraffinresten folgte im
nachsten Schritt die Farbung. Eine Mindestzahl von 20 Schnitten wurde mittels eines

Féarbeautomaten (Tissue Stainer TST 30, Medite, Burgdorf, Deutschland) zuerst mit Xylol
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entparaffiniert, dann durch absteigende Alkoholreihen in Wasser uberfiihrt und schliefflich mit
H&malaun und Eosin geférbt. Zur Sicherung der Haltbarkeit folgte nun wieder die Entwésserung
mittels aufsteigender Alkoholreihen und Xylol.

Die verbleibenden > 40 Schnitte wurden bis zum 12.09.2007 manuell, danach mittels eines
Immunfarbe-Vollautomaten (Benchmark XT, Ventana Medical Systems, Tucson, USA) je zur
Hélfte mit MelanA, zur Halfte mit HMBA45 inkubiert und danach ebenfalls in aufsteigenden
Alkoholbéadern und Xylol entwassert. Wir entschieden uns fur ein Protokoll mit MelanA und
HMBA45, beide wesentlich spezifischer aber mit einer Sensitivitatsliicke von je bis zu 20%
gegeniiber S-100 (hohe Sensitivitat aber niedrige Spezifitat), vor allem in Mikrometastasen
[100-101].

Zum Abschluss wurden alle Schnittpréparate durch Abdeckglaschen versiegelt (Eindeckautomat
Promounter RCM 2000, Medite; Eindeckmedium Pertex, Medite, Burgdorf, Deutschland) und

standen nach einer kurzen Trockenzeit zur mikroskopischen Befundung zur Verfiigung.

3.5 Histopathologische Befundung

Die primére Befundung aller Schnitte erfolgte durch einen wvon 2 erfahrenen
Dermatohistopathologen der Universitatshautklinik Halle. Nach der Identifikation der Sentinel-
Lymphknoten mit Mikrometastasen wurden die MelanA- und HMB45-Schnitte anschliefend im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erneut eingehend histologisch auf Details nachuntersucht
(Jenalumar, Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Die tumorbefallenen Areale wurden fotografiert
(Spot Insight QE 4.2, Diagnostic Instruments, Sterling Heights, USA; 6,3x Vergrofierung) und
die quantitativen Parameter mittels einer Software (Spot Imaging Software 4.09; Diagnostik

Instruments) vermessen.
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3.6 Erfassung der klinischen, Primartumor- und SLK-Daten

Aufgezahlte Tumor- und Verlaufsdaten (Tabelle 2) wurden in pseudonymisierter Form aus dem Krebsregister der Ambulanz fur onkologische Dermatologie

mit den histologischen Parametern der SLK wie folgt ergénzt: Alter bei Erstdiagnose, Geschlecht, Breslow-Stadium, Ulzeration, Follow-Up-Zeit und

Lokalisation des Priméartumors:

Tabelle 2: Erfasste klinische, Priméartumor- und SLK-Daten.

Parameter Auspragung
Klinische- und Primértumor: Diagnosedatum
Primartumordaten | Primartumor: Erst-OP-Datum
Primartumor: MM ist Erstmalignom? ja/nein
Primartumor: familiares MM? ja/nein

Primartumor:

Korperseite

links, rechts, mittig

Priméartumor:

horizontale Tumorausdehnung X in mm

Priméartumor:

horizontale Tumorausdehnung Y (90° zu X) in mm

Primartumor:

TNM nach Breslow

T1 <1,0mm, T2 1,01-2,0mm, T3 2,01-4,0mm, T4 >4,0mm

Priméartumor:

Clark Level

1 bis 5, unbekannt

Priméartumor:

histologischer Typ

SSM, NM, LMM, ALM, SH, MM kongenital, nicht
klassifizierbar, nicht klassifiziert, sonstige

Priméartumor:

Regression?

ja/nein

Primartumor:

MM auf Naevuszell-Naevus?

ja/nein

Primartumor:

Wachstumsphase

horizontal, vertikal, unbekannt

erstes lokoregiondres Rezidiv: Datum

erstes lokoregiondres Rezidiv: Art

Lokal, Satellit, in Transit, regionarer LK

erstes Fernrezidiv: Datum
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Tabelle 2 (Fortsetzung): Erfasste klinische, Primartumor- und SLK-Daten.

Parameter Auspragung
Klinische- und erstes Fernrezidiv: Art Fernmetastase Haut, Fernmetastase LK, Fernmetastase viszeral
Primartumordaten | 70d: Datum

Tod: Ursache MM, anderes Malignom, andere Krankheit, unbekannt
Histopathologische | Anzahl entnommener SLK 1 bis 5
gﬁ’:gn des / der Anzahl positiver SLK 1 bis 2

Lokalisation R-POP; L-POP; R-ING; L-ING; R-AX; L-AX; R-CUB; L-CUB; R-SC;

L-SC; R-CERV, L-CERV; R-SONST; L-SONST

grofter Diameter X in um

groRter Diameter Y (90° zu X) in um

maximale Korngrofe X in pm

maximale Korngréfe Y (90° zu X) in um

Rotterdam-Klassifikation 1 <100 pm, 2 100 — 1000 pm, 3 >1000 pm

Kapselinfiltration? ja/nein

extrakapsulare Ausbreitung? ja/nein

maximale Tumoreindringtiefe (TPD) in um

S-Klassifikation 1: TPD <300 um, 2: TPD 301 - 1000 pum, 3: TPD >1000 pm
Dewar-Klassifikation 1 subcapsular, 2 combined, 3 parenchymal, 4 multifocal, 5 extensive

Abkirzungen: OA/UA Ober-/Unterarm; OB/UB Ober-/Unterbauch; OS/US Ober-/Unterschenkel; SH Schleimhaut; SSM superfiziell spreitendes-;
NM: nodulédres-; LMM: Lentigo maligna-; ALM: akrolentigindses Melanom; SH Schleimhaut; R rechts; L links, POP popliteal, ING inguinal; AX
axillar; CUB kubital; SC supraklavikuldr; CERV zervikal; SONST sonstige.
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3.7 Histopathologische Parameter und Klassifikationen

Das histologische Befallsmuster der Sentinel-Lymphknoten ist sehr heterogen. Es reicht von
einzelnen, isolierten Melanomzellen bis zum kompletten Ersatz des LK durch Tumorgewebe
[63]. In den letzten zwei Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von histopathologischen Parametern
beschrieben, die einen Ausblick auf die Prognose der Melanompatienten erlauben. Der folgende
Abschnitt beschreibt die in dieser Arbeit erfassten Parameter bzw. Klassifikationen. Bei
Patienten mit mehr als einem positiven SLK wurde jeweils der maximale Wert pro Parameter

zur Auswertung herangezogen.

3.7.1 Sentinel-Lymphknoten-Status

Der SLK-Status bezeichnet den Befall des Sentinels durch Melanomzellen und wurde beim

Nachweis von > 1 eindeutig mikroskopisch identifizierbaren Tumorzelle als positiv gewertet.

3.7.2 TPD und S-Klassifikation

Der Begriff ,, tumor penetrative depth* (TPD) wurde von Scolyer et al. 2004 [74] eingefihrt
und basiert auf der Arbeit der Arbeitsgruppe um Hans Starz. Diese entwickelte 2001 eine
graduelle Klassifikation der Sentinel-Mikromorphometrik [72] (Abb. 3, SO bis S3), basierend
auf der Kombination der folgenden Parameter:

e .n“= Anzahl von 1 mm dinnen SLK-Anschnitte mit eindeutig (immuno-)
histologisch detektierbaren Tumorzellen, und
e d“= maximale Distanz vom inneren Randsaum der LK-Kapsel bis zur am tiefsten

liegenden Tumorzelle (TPD)

S0 S1 §2 S3

Abb. 3: Erfassung der (alten) S-Klassifikation (aus [72]).
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Die TPD basiert auf der Annahme, dass die Ausbreitung von Melanomzellen zuerst (ber
afferente Lymphgefale in die subkapsular gelegenen lymphatischen Sinus verlauft. Von hier
erreichen Sie durch zentripetale Migration tiefere LK-Abschnitte. Die Tumorstreuung in die
nachgeschalteten Lymphknoten vollzieht sich dann Uber efferente GefalBe des
Lymphknotenzentrums. Eine zunehmende Distanz zur Kapsel entspricht somit einem weiter
fortgeschrittenen Metastasierungsstadium [102]. Eine Aktualisierung und Vereinfachung der S-
Klassifikation erfolgte 2004 [73]. Aus der Beurteilung der Tumoreindringtiefe (Abb. 4) in den
SLK (,,d) analog zu Starz aus 2001 ergeben sich 4 neue Klassen (Tabelle 3), erkennbar an der
romischen Nummerierung. In der vorliegenden Arbeit kam diese aktualisierte Version zum

Einsatz.

Tabelle 3: neue S-Klassifikation nach [73].

Klasse Definition

S0 keine identifizierbaren Tumorzellen im SLK
Sl subkapsuldre Tumorzellen mit d <300 pm
Sil 300 um < d <1000 pm

S d > 1000 pm

Abb. 4: Erfassung der tumor penetrative depth (Pfeil; MelanA, 6,3x Vergroferung).
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3.7.3 Dewar-Klassifikation

Dewar et al. publizierten 2004 eine Methode der Prognoseabschédtzung basierend auf der
mikroanatomischen Tumorzelllokalisation innerhalb des Lymphknotens (Tabelle 4 und Abb. 5,

Auspragungsformen in Abb. 6) [75]:

Tabelle 4: Dewar-Klassifikation nach [75].

Klasse Definition

A subcapsular | Metastase auf subkapsuldre Sinus beschrénkt

B combined subkapsulédre und parenchymale Metastasen

C parenchymal | Metastase liegt vollstandig im parakortikalen Teil des

Parenchyms

D multifocal multiple separate Foci (parenchymale Anteile ein Muss)

E extensive jede Metastase >500 um, jede extrakapsuldre Tumorausbreitung
A B

Abb. 5: Dewar-Klassifikation (aus [75]).
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subcapsular subcapsular (in den lymphat. Randsinus)® combined®

T
e

] § 9 V2 WEIA D 4 [ 7).

Abb. 6: Auspragungsformen der Dewar-Klassifikation (MelanA™*/HMB45%*®, 6,3x VergréRerung).
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3.7.4 Korngroésse und Rotterdam-Klassifikation

Eine Vielzahl von Studien widmete sich dem Einfluss der Tumormasse auf die Prognose der
Melanompatienten (Ubersicht in [42,44,103]). Nach Empfehlung der European Organisation for
Research and Treatment of Cancer (EORTC) - Melanoma Group aus 2009 [42] wurde in der
vorliegenden  Arbeit der maximale Diameter des gréRten zusammenhangenden
Tumorzellhaufens als absoluter Wert (Abb. 7) und nach der Rotterdam-Klassifikation (Tabelle
5) [51] wie folgt erfasst:

Tabelle 5: Rotterdam-Klassifikation nach [51].

Klasse Definition

1 grofite Tumorlast < 100 pm, ,,Sub-Mikro-Metastasen®
2 groRte Tumorlast 100 — 1000 pm

3 groRte Tumorlast > 1000 pm

i R "5

Abb. 7: Mikroskopische Bestimmung der Korngroe (MelanA, 6,3x Vergroferung).
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3.7.5 Intra- und Extrakapsularer Befall

Der intrakapsuldre Befall sowie die extrakapsuldre Tumorausbreitung (EKA) sind prognostische Marker beim Melanom, die eine schlechte Prognose
anzeigen. Es ist von einer potentiell aggressiveren Melanomspezies auszugehen, wenn diese die Fahigkeit besitzt, die LK-Kapsel enzymatisch aufzulésen und
ihr Wachstum in diese bzw. dariiber hinaus fortzusetzen. Wir definierten den Kapselbefall als das Vorhandensein von > 1 eindeutig identifizierbaren

Melanomzellen innerhalb der Lymphknotenkapsel [62] (Abb. 8) sowie den intrakapsuldren Sinus, die EKA als die Lokalisation im extranodalen Fettgewebe

[104]. Dazu zahlten wir ebenfalls Zellen in den extrakapsularen LymphgefaRe (Abb. 9).

T » L A4S e |
i S ik
s ‘
AL
#e
Abb. 8: Kapselinfiltration (MelanA, 6,3x Vergrolierung). Abb. 9: Tumorkonglomerate in den perinodalen

Lymphgeféalien (HMB45, 6,3x Vergrolierung).
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3.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Klinische Epidemiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Wir untersuchten
zwei primare Endpunkte: das lokalrezidivfreie Uberleben (LRFS), definiert als die Zeit von
der Primartumorexzision bis zum ersten lokoregiondren Rezidiv (entweder an der Stelle des
Primarius, als Satelliten- (bis 2cm entfernt) [1], in Transit- (> 2cm bis zum ersten drainierenden
LK) [1] oder als regionale Lymphknotenmetastase) und das krankheitsfreies Uberleben
(DFS), definiert als die Zeit bis zum ersten Rezidiv insgesamt, unabhangig ob lokoregionar
oder weiter entfernt aufgetreten.

Die Uberlebenszeitanalyse erfolgte mittels der Kaplan-Meier-Methode [105]. Zur
Identifizierung von StorgroBen entwickelten wir kausale Diagramme (directed acyclic graphs
[DAGs], Abb. 10) [106]. Dies sind graphische Hilfsmittel, um basierend auf apriori-Wissen die
Zusammenhénge zwischen multiplen Expositionen und dem Outcome zu visualisieren [107].

Mittels einer Software (DAG Program v0.21, Sven Knippel, http://epi.dife.de/dag)

identifizierten wir ein minimal suffizientes Set an Storgrofen (Alter, Geschlecht, Breslow-
Index, Ulzeration und Tumorlokalisation), fir die wir adjustierten. Univariable und
multivariable Cox Proportional-Hazards-Regression [108] wurde genutzt, um rohe und
adjustierte Hazard Ratios (HR) sowie deren korrespondierende 95% Konfidenzintervalle (95%

oberes Limit des 95% CI
unteres Limit des 95% CI

Cl) zu schétzen. Wir nutzten das confidence limit ratio (CLR = ) als ein

MaR fir die Prazision der EffektmaBe. Die Annahme eines proportionalen Risikos wurde
mittels Schonfeld Residual Plots Gberprift [109].

Die unterste Gruppe der S-, Dewar- und Rotterdam-Klassifikation enthielt nur eine geringe
Anzahl an Patienten (S I: 6; Dewar I: 3; Rotterdam I: 16) sowie erwartungsgeman keine (S I,
Dewar 1) oder nur eine sehr limitierte Zahl an Ereignissen (Rotterdam I: 1 Lokalrezidiv, 1
Fernmetastase). Um trotzdem aussagekraftige Effektmalle bestimmen zu kénnen, nutzten wir
anhand des zu erwartenden Risikos fir diese Ereignisse breitere Kategorien: ,,S I-II“ aus
Patienten in den Gruppen S I und S II, ,,Dewar I-1II* aus Dewar I, II und III, ,,Dewar IV-V* aus
Dewar IV und V, sowie ,,Rotterdam I-IT* aus Rotterdam I und II. Weiterhin analysierten wir
das Risiko bei 500um-Inkrementen von TPD und Tumorgréfie und untersuchten die Hypothese,

ob eine 3-dimensionale, ellipsoide Anndherung an die Tumorarchitektur im LK

<rr " (maximaler Diameter X des grofiten Korns) N (Anzahl tumorbefallener Schnitte))

4 maximaler Diameter Y (90° zu X) Anzahl Schnitte insgesamt

eine Verbesserung der Prognoseschatzung bewirkt. Zuletzt berechneten wir C-Indices, um alle
evaluierten histopathologischen Parameter in lhrer Prognosekraft gegeneinander zu gewichten.
Alle statistischen Analysen wurden mittels SAS® (SAS Institute Inc., NC, USA) Version 9.3

vorgenommen.
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Abb. 10: Kausale Graphen fur die Assoziation zw. (1) TPD, (2) Dewar-Klass., (3) Korngrife, (4) Kapselinfiltration, (5) EKA und LRFS bzw. DFS.
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Ergebnisse

4. Ergebnisse
4.1 Deskriptive Statistik

4.1.1 Klinische und Primartumor-Merkmale

346 Patienten mit primdrem Melanom an Rumpf und Extremitaten nach SLKB wurden
ausgewertet. Eine detaillierte Zusammenfassung der Basischarakteristika bietet Tabelle 6. Die
Studiengruppe enthielt 170 Méanner (49,1%) und 176 Frauen (50,9%), das mediane Alter bei
Diagnosestellung betrug 64,2 Jahre (Mittelwert 61,3 Jahre; Range 13,7-91,3 Jahre) und die
mediane Nachbeobachtungszeit 34,7 Monate (Range 1,0-97,9 Monate). Ein tumorbefallener
SLK fand sich bei 86 von 346 Patienten (24,9%).

Patienten mit melanombefallenen SLK zeigten haufiger folgende Eigenschaften: sie waren
mannlichen Geschlechts (53,5 vs. 47,7%), der Primartumor war deutlich dicker (medianer
Breslow 3,3 mm vs. 1,5 mm) und am Stamm lokalisiert (54,7% vs. 47,7%), hatte héhere Clark-
Level, war wesentlich haufiger ulzeriert (51,2% vs. 30,0%) sowie regressiv verandert (20,9%
vs. 16,2%). Der haufigste histologische Subtyp der SLK-positiven Patienten war das nodulare
Melanom (51,2% der Félle), bei den SLK-negativen Patienten das superfiziell spreitende
Melanom (48,5% der Félle). In beiden Gruppen dominierten Primarbefunde mit vertikalem
Wachstumsmuster (94,2% bei den SLK-positiven vs. 69,6% bei den SLK-negativen Patienten).
Die Patienten mit positivem SLK waren im Median geringgradig é&lter als in der
Vergleichsgruppe (65,8 vs. 63,9 Jahre). Fir die lberwiegende Zahl der Patienten war der
Befund das Erstmalignom (Gesamt 90,2%). Nur selten fand sich eine positive

Familienanamnese (5,2% der Patienten).

Zuletzt zeigten Patienten mit positivem SLK deutlich hdufiger Lokalrezidive (27,9% vs. 10,4%
bei SLK-negativen Patienten) sowie Fernmetastasen (27,9% vs. 8,5%), und starben fast 3-mal
so héufig an den Folgen des Melanoms. Das mediane Follow-Up in beiden Gruppen war
vergleichbar (34,3 Monate bei den SLK-Positiven vs. 35,3 bei den SLK-Negativen).
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Tabelle 6: Klinische und Priméartumor-Merkmale von 346 Patienten nach SLKB.

Anzahl der Patienten (%)

Parameter Total Pos. SLK Neg. SLK
Anzahl an Patienten 346 (100) 86 (24,9) 260 (75,1)
Status
Am Leben 299 (86,4) 67 (77,9) 232 (89,2)
Verstorben gesamt 47 (13,6) 19 (22,1) 28 (10,8)
V. am Melanom 35(10,1) 17 (19,8) 18 (6,9)
V. andere Ursachen 12 (3,5) 2(2,3) 10 (3,9)
Lokalrezidiv 51 (14,7) 24 (27,9) 27 (10,4)
Fernmetastase 46 (13,3) 24 (27,9) 22 (8,5)
Rekurrenz gesamt 67 (19,4) 28 (32,6) 39 (15,0)
Geschlecht
Mannlich 170 (49,1) 46 (53,5) 124 (47,7)
Weiblich 176 (50,9) 40 (46,5) 136 (52,3)
Alter bei Diagnose (Jahre)
Mittelwert 61,3 63,2 60,7
Median 64,2 65,8 63,9
Range 13,7-91,3 21,7-89,7 13,7-91,3
Follow-Up (Monate)
Median 34,7 34,3 35,3
P10 7,4 8,7 7,2
P90 75,9 69,1 77,5
Lokalisation
Rumpf 171 (49,4) 47 (54,7) 124 (47,7)
Extremitéten 175 (50,6) 39 (45,3) 136 (52,3)
Korperseite
Links 179 (51,7) 48 (55,8) 131 (50,4)
Rechts 139 (40,2) 31 (36,1) 108 (41,5)
Mittig 28 (8,1) 7(8,1) 21 (8,1)
Erstmalignom
Ja 312 (90,2) 72 (83,7) 240 (92,3)
Nein 14 (4,1) 14 (16,3) 0 (0)
Unbekannt 20 (5,7) 0 (0) 20 (7,7)
Familidres Melanom
Ja 18 (5,2) 2(2,3) 16 (6,2)
Nein 326 (94,2) 84 (97,7) 242 (93,1)
Unbekannt 2 (0,6) 0 (0) 2(0,7)
Breslow-Index (mm) / TNM
Mittelwert 3,0 4.4 2,5
Median 1,8 3,3 15
Range 0-28,0 0,5-28,0 0-23,0
T1 (0,01 -1,0mm) 75 (21,7) 6 (7,0) 69 (26,5)
T2 (1,01 - 2,0mm) 117 (33,8) 17 (19,8) 100 (38,5)
T3 (2,01 - 4,0mm) 85 (24,6) 34 (39,5) 51 (19,6)
T4 (>4,0mm) 69 (19,9) 29 (33,7) 40 (15,4)
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Tabelle 6 (Fortsetzung): Klinische und Primartumor-Merkmale.

Anzahl der Patienten (%)

Parameter Total Pos. SLK Neg. SLK
Clark-Level
I 5(1,5) 0 (0) 5(1,9)
] 51 (14,7) 13 (15,1) 38 (14,6)
i 132 (38,2) 32 (37,2) 100 (38,5)
v 109 (31,5) 26 (30,2) 83 (31,9)
\ 37 (10,7) 12 (14,0) 25 (9,6)
Unbekannt 12 (3,4) 3(3,5) 9 (3,5
Ulzeration
Ja 122 (35,3) 44 (51,2) 78 (30,0)
Nein 224 (64,7) 42 (48,8) 182 (70,0)
Regression
Ja 60 (17,3) 18 (20,9) 42 (16,2)
Nein 270 (78,0) 68 (79,1) 202 (77,7)
Unbekannt 16 (4,7) 0 (0) 16 (6,1)
Histologischer Subtyp
SSM 156 (45,1) 30 (34,9) 126 (48,5)
NM 130 (37,6) 44 (51,2) 86 (33,1)
ALM 25 (7,2) 7(8,1) 18 (6,9)
Andere/Unklassifiziert 35(10,1) 5(5,8) 30 (11,5)
Navusassoziation
Ja 85 (24,6) 13 (15,1) 72 (27,7)
Nein 227 (65,6) 61 (70,9) 166 (63,9)
Unbekannt 34 (9,8) 12 (14,0) 22 (8,5)
Wachstumsphase
Horizontal 45 (13,0 2(2,3) 43 (16,5)
Vertikal 262 (75,7) 81 (94,2) 181 (69,6)
Unbekannt 39 (11,3) 33,5 36 (13,6)

Abkirzungen: SLKB: Sentinel-Lymphknoten-Biopsie; SSM: superfiziell spreitendes
Melanom; NM: noduléres Melanom; ALM: akrolentigindses Melanom.

4.1.2 Sentinel-Lymphknoten-Merkmale

Die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie identifizierte im Mittel 1,6 (Range 1-5), in den
tiberwiegenden Fallen einen SLK. In 90,7% war ein SLK tumorbefallen, im Rest der Falle 2
Lymphknoten. Die mediane TPD betrug 1450 um (Range 63-6000 um). Die meisten Patienten
(61,6%) fanden sich in S-Klasse Ill. Die Dewar-Klasse Il (combined) war am hé&ufigsten
(41,9%), eine subkapsuldre Lage (I) am seltensten (3,5%). Die KorngréRe betrug im Median
563 um mit einer starken Streuung (20-16000 um). 16 von 86 Patienten (18,6%) zeigten
isolierte Tumorzellen. Eine Kapselinfiltration fand sich 38,4% der Falle, eine extrakapsulére

Tumorausbreitung in 17,4%. Detaillierte Angaben zeigt Tabelle 7.
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Tabelle 7: SLK-Merkmale von 86 Patienten mit positivem SLK.

Anzahl der Patienten (%0)

Parameter Pos. SLK Neg. SLK
Entnommene SLK
N 136 390
Mittelwert 1,6 15
Median 1 1
1 50 (58,1) 191 (73,5)
2 25 (29,1) 69 (26,5)
>3 11 (12,8) 27 (10,4)
Positive SLK
N 94 -
Mittelwert 1,09 -
Median 1 -
1 78 (90,7) -
2 8(9,3) -
TPD (um)
Mittelwert 1659,6 -
Median 14495 -
Range 63-6000 -
S-Klassifikation
I (£300um) 6 (7,0) -
Il (301 - 1000um) 27 (31,4) -
I-11 33 (38,4) -
Il (> 1000um) 53 (61,6) -
Dewar-Klassifikation
I subcapsular 3(3,5) -
Il combined 36 (41,9) -
Il parenchymal 16 (18,6) -
I-111 55 (64,0) -
IV multifocal 16 (18,6) -
V extensive 15 (17,4) -
IvV-v 31 (36,0) -
KorngréRe (um)
Mittelwert 1929,7 -
Median 562,5 -
Range 20-16000 -
Rotterdam-Klassifikation
I (<100um) 16 (18,6) -
Il (100 - 1000pum) 37 (43,0) -
I-11 53 (61,6) -
Il (>1000um) 33(38,4) -
Kapselinfiltration
Ja 33 (38,4) -
Extrakapsulérer Befall
Ja 15 (17,4) -
ITC (<100 um)
N 16 (18,6) -
Range (um) 20-94 -

Abkirzungen: ITC: isolated tumour cells.
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4.1.3 Merkmale der Kovariaten

Eine detaillierte Statistik zur Distribution der Kovariaten auf die funf beschriebenen

histopathologischen Parameter bieten die Tabellen 8 bis 11. Im Anschluss sind einige

Besonderheiten im Detail angefihrt:

1)

2)

3)

4)

S-Klassifikation:

In S | beobachteten wir ein jungeres Patientengut (im Mittel 59,8 Jahre), seltenere
Ulzerationen (17% der Falle) und eine doppelt so haufige Lokalisation am Rumpf. Die
Gruppen 1l und I enthielten h&ufiger méannliche Patienten mit Extremitaten-
Lokalisation. S Il hatte den hdchsten medianen Breslow (3,85 mm) und war am
haufigsten ulzeriert (55% der Falle) (Tabelle 8).

Dewar-Klassifikation:

Dewar | bildete die jingste Gruppe (im Mittel 50,3 Jahre). Das Geschlecht war
vorwiegend gleichverteilt, bis auf ein Plus an Mannern in Dewar IV (11 vs. 5). Ein
hoher Breslow und eine Lokalisation am Rumpf fanden sich wie erwartet in den
Klassen mit ausgedehntem Tumorbefall (Dewar 1V, V). AusreilRer war in beiden Fallen
Dewar | (hoher Breslow und ausnahmslos am Rumpf lokalisiert), jedoch fanden sich
nur 3 Patienten in dieser Gruppe. Eine Ulzeration fand sich bei 92% der Patienten in
Dewar V, die restlichen Klassen waren unstet. In direktem Vergleich zeigte Dewar 1V-
V gegeniiber Dewar I-1I1 mehr mannliche Individuen, einen héheren Breslow sowie

eine 2:1 Lokalisation Rumpf vs. Extremitéten (Tabelle 10).

Rotterdam-Klassifikation:

Es zeigte sich in Klasse Il ein vorwiegend mannliches Geschlecht (20 von 33 Fallen),
der hochste mediane Breslow (5,0 mm), die hochste Zahl ulzerierter Primartumoren
(64% der Félle) und eine 2x so haufige Lokalisation am Rumpf als am Stamm. Die
Falle mit geringster Ulzeration sowie geringstem Breslow fanden sich in Klasse I. Hier

zeigte sich auch das hdchste mittlere Alter aller drei Klassen (Tabelle 11).

Kapselinfiltration:

Die Féalle mit Kapselinfiltration zeigten haufiger einen ulzerierten Primarius (64% vs.
43% der Falle) und waren am Rumpf lokalisiert (20 von 33 Fallen). Die Patienten ohne
Kapselbefall waren hdufiger ménnlichen Geschlechts (30 von 53 Féllen). Alter und

Breslow waren gleichverteilt (Tabelle 9).
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5) Extrakapsulére Tumorausbreitung:
Die Patienten mit EKA waren deutlich jlinger (im Mittel 58,4 Jahre vs. 64,2 Jahre),
wiesen einen deutlich héheren medianen Breslow auf (5,6 mm vs. 3,0 mm) und zeigten
haufiger Ulzerationen (60% vs. 49%). Félle ohne EKA waren haufiger ménnlich (38
von 71 Fallen) und wiesen eine Primdrtumorlokalisation am Rumpf (40 von 71
Patienten) auf (Tabelle 9).

Tabelle 8: Merkmale der Kovariaten in Bezug auf die S-Klassifikation.

Kovariaten S Sl SI-11 S
Alter (Jahre)

X (SD) 59,8 (11,5) 65,4 (13,0) 64,4 (12,7) 62,4 (14,0)
Geschlecht

Mannlich 3 16 19 27

Weiblich 3 11 14 26
Breslow (mm)

X 3,05 2,8 2,8 3,85

P25/P75 1,6/3,75 2,0/3,6 2,0/3,8 2,1/6,0
Ulzeration

Ja 1 (17%) 14 (52%) 15 (46%) 29 (55%)
Tumorlokalisation

Rumpf 4 12 16 25

Extremitaten 2 15 17 28

Abkiirzungen: X: Mittelwert; SD: Standardabweichung; X : Median; P25/75: 25/75%-Quantil.

Tabelle 9: Merkmale der Kovariaten in Bezug auf Kapselinfiltration sowie EKA.

Kapselinfiltration Extrakapsulare
Kovariaten Ausbreitung
Ja Nein Ja nein

Alter (Jahre)

X (SD) 63,3 (11,4) 63,1 (14,8) 58,4 (15,9) 64,2 (12,9)
Geschlecht

Mannlich 16 30 8 38

Weiblich 17 23 7 33
Breslow (mm)

X 3,2 3,4 5,6 3,0

P25/P75 2,1/5,0 2,0/6,0 4,2/7,05 1,88/4,75
Ulzeration

Ja 21 (64%) 23 (43%) 9 (60%) 35 (49%)
Tumorlokalisation

Rumpf 20 27 7 40

Extremitéten 13 26 8 31
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Tabelle 10: Merkmale der Kovariaten in Bezug auf die Dewar-Klassifikation.

Kovariaten Dewar | Dewar |11 Dewar |11 Dewar I-111 Dewar IV Dewar V Dewar V-V
Alter (Jahre)
X (SD) 50,3 (7,5) 63,1 (14,6) 64,7 (12,9) 62,9 (14,0) 63,2 (14,1) 64,2 (11,6) 63,7 (12,7)
Geschlecht
Mannlich 1 18 9 28 11 7 18
Weiblich 2 18 7 27 5 8 13
Breslow (mm)
X 3,6 2,9 2,28 2,8 3,3 6,0 50
P25/P75 2,45/3,8 1,89/5,53 1,75/3,8 1,83/3,93 2,08/6,33 4,9/7,55 2,65/6,9
Ulzeration
Ja 1 (33%) 21 (58%) 5 (31%) 27 (49%) 5 (36%) 12 (92%) 17 (55%)
Tumorlokalisation
Rumpf 3 18 5 26 11 10 21
Extremitaten 0 18 11 29 5 5 10
Abkiirzungen: X: Mittelwert; SD: Standardabweichung; X : Median; P25/75: 25/75%-Quantil.
Tabelle 11: Merkmale der Kovariaten in Bezug auf die Rotterdam-Kilassifikation.
Kovariaten Rotterdam | Rotterdam |1 Rotterdam I-11 Rotterdam 111
Alter (Jahre)
X (SD) 69,1 (11,5) 61,1 (13,7) 63,5 (13,5) 62,6 (13,7)
Geschlecht
Maénnlich 8 18 26 20
Weiblich 8 19 27 13
Breslow (mm)
X (P25; P75) 2,28 (1,9; 3,85) 2,8 (1,8; 3,85) 2,8 (1,8; 3,85) 5,0 (2,8; 6,5)
Ulzeration
Ja 5 (31%) 18 (49%) 23 (43%) 21 (64%)
Tumorlokalisation
Rumpf 8 19 27 21
Extremitaten 8 18 26 12
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4.2 Induktive Statistik

4.2.1 Univariable und multivariable Effektschatzung

Mittels univariabler und multivariabler Cox-Regression bemal3en wir den Einfluss folgender
Merkmale auf das Auftreten eines lokoregiondren Rezidivs sowie einer Melanomrekurrenz
insgesamt:

e der SLK-Positivitat,

¢ 5 histopathologischer Parameter bzw. ihrer Untergruppen (siehe 3.7),

e des Inkrements von TPD bzw. KorngréRe um 500 pm,

e der Zunahme der Rate positiver SLK-Schnitte um 10%,

e der Zunahme der TumorgroRe (angendhert 3-dimensional) um 400.000 cm’® (dies

entspricht einem Tumorcluster von 1000 x 500um GroRe in 80% der Schnitte).

Als statistische Referenz dienten die SLK-negativen Patienten, im Falle des Intra- und
Extrakapsuldren Befalls einschlief3lich jeweils den Patienten ohne genanntes Merkmal. Tabelle
12 bieten eine detaillierte Ubersicht aller EffektmaBe, der folgende Abschnitte zeigt die
wesentlichen Ergebnisse auf. Dabei zeigte sich, dass die Adjustierung fir die 5 identifizierten
Confounder (siehe 3.8) im multivariablen Cox Modell in jedem einzelnen Fall die Effektmalie
deutlich reduzierte und damit eine Uberschatzung des Risikos fiir ein Rezidiv verhinderte.

e Sentinel-Status:
Die vorliegende Studie zeigt, dass der Befall des SLK durch Melanomzellen ein starker,
unabhéngiger Pradiktor sowohl fir Lokalrezidive (HR 2,44), als auch fur Rezidive
insgesamt (HR 1,98) ist.

e TPD/ S-Klassifikation:
Wir identifizierten S 111 als unabhangigen, negativen Pradiktor auf beide ZielgroRen
(HR 3,59 fiir Lokalrezidive; HR 2,88 fiir Rezidive insgesamt). Umgekehrt zeigte sich
fir S I-11 ein protektiver Effekt (HR 0,79 fir Lokalrezidive, 0,85 fur Rezidive
insgesamt), jedoch ist infolge der niedrigen Prézision des Ergebnisses (sehr breites 95%
Cl; CLR von 10,9 resp. 6,5) dieses nicht interpretierbar. Ein Inkrement der TPD um 500
pum steigerte das Risiko fiir beide ZielgréRen moderat (HR 1,25 flr Lokalrezidive; 1,24
fiir Rezidive insgesamt). Aufféllig ist hier das ausgesprochen prazise Ergebnis.

o Dewar-Klassifikation:
Sowohl die Dewar-Klassen |I-I1l als auch I1V-V waren unabhangige, negative

Prognosemarker fiir beide Zielgréfien (HR 3,87 fur Lokalrezidive; HR 3,17 fiir Rezidive
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insgesamt), im Falle Dewar I-111 aber mit einer niedrigen statistischen Prazision (CLR
4,2 resp. 3,5; die Grenzen des Konfidenzintervalls liegen beidseits der ,,1).
Rotterdam-Klassifikation/Korngrofie:

Die vorliegenden Studie zeigt Rotterdam I11 als unabhangigen, stark negativen Prédiktor
fiir beide Zielgroen (HR 3,89 fir Lokalrezidive; HR 3,06 fur Rezidive insgesamt).
Damit ist Rotterdam Klasse |11 der starkste Prognoseparameter in dieser Studie. Analog
zu Dewar I-11 hatten Patienten in Rotterdam I-11 ein moderates Risiko fur Lokalrezidive
(HR 1,54) sowie fiir Rezidive insgesamt (HR 1,30), jedoch war die statistische Prézision
niedrig (breites 95% CI mit Limits beidseits der ,,1*; CLR 4,6 resp. 3,5). Ein Inkrement
der KorngroRe um 500 um steigerte das Risiko flr beide ZielgroBen geringgradig (HR
1,06 fur Lokalrezidive; 1,07 fur Rezidive insgesamt). Analog zum Inkrement der TPD
ist auch dieses Ergebnis hoch prézise.

Kapselinfiltration:

Die Cox-Analyse identifizierte den Kapselbefall durch Melanomzellen als starken,
unabhéngigen Prédiktor fiir das Auftreten eines Lokalrezidivs (HR 2,15) sowie einer
Melanomrekurrenz insgesamt (HR 1,69), jedoch in Bezug auf Letzteres mit
eingeschrénkter statistischer Préazision (Konfidenzintervall beidseits der ,,1; CLR 3,9).
Extrakapsulare Tumorausbreitung:

Wir identifizierten die EKA als starken, unabhangigen Pradiktor fiir beide Zielgrofien
(HR 3,24 fur Lokalrezidive; 2,34 fiir Rezidive insgesamt), jedoch zeigte sich ein
vergleichsweise hohes CLR fiir beide ZielgréRen (5,7 resp. 5,5).

PosNCutRate und 3D-Modell der Tumorgrolie:

Die Zunahme der Rate der tumorpositiven histopathologischen Schnitte an der
Gesamtzahl der Schnitte um 10% geht mit einer moderaten Risikoerhdhung fur beide
ZielgroRen einher (HR 1,26 fiir Lokalrezidive; 1,22 fir Rezidive insgesamt). Diese
Ergebnisse weisen eine hohe statistische Prazision auf. Im Gegensatz dazu liefert das
Modell zur Abbildung der dreidimensionalen TumorgréBe mit einer Risikoerhéhung
von 1% fiir ein Inkrement von 400.000 cm? reprasentierend fir ein Cluster von
1000x500 pm in 80% der Schnitte, fiir beide Zielgrofen kein klinisch verwertbares

Resultat.

Im Abschluss ist zu bemerken, dass alle Klassen, bei denen ein negativer pradiktiver Wert zu

erwarten war (positiver SLK-Status, S 111, Dewar 1V-V, Rotterdam 111, Kapselinfiltration sowie

EKA), numerisch eine deutlich hohere Rate an Ereignissen aufwiesen (um den Faktor 2 bis 4,4).

Dies bestétigte die Cox-Regression. Die im Umkehrschluss erwarteten protektiven

Punktschatzer fir S I, Dewar | und Rotterdam | lieRen sich jedoch anhand der Gruppen S I-11,

Dewar I-111 und Rotterdam I-11 nicht nachvollziehen.
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Tabelle 12: Prognostischer Einfluss der histopathologischen Parameter von 86 SLK-positiven Patienten auf LRFS und DFS.

Ergebnisse

LRFS DFS
Rohe Adjustierte Rohe Adjustierte
Npat Events Effektmale EffektmaRe! Events Effektmale EffektmaRe’
Parameters HR (95% ClI) HR (95% ClI) HR (95% CI) HR (95% CI)
SLK-Positivitat® 86 24 3.00 (1.72-5.23) 2.44 (1.39-4.29) 28 2.50 (1.53-4.08) 1.98 (1.21-3.25)
S-Klassifikation/TPD
I-112 34 3 0.80 (0.24-2.65) 0.79 (0.24-2.62) 5 0.90 (0.36-2.29) 0.85 (0.33-2.16)
112 52 21 4.96 (2.79-8.84) 3.59 (1.97-6.52) 23 4.13 (2.44-6.97) 2.88 (1.68-4.94)
500uM Inkrement 1.31 (1.20-1.42) 1.25 (1.14-1.37) 1.31 (1.21-1.42) 1.24 (1.14-1.35)
Dewar-Klassifikation
11112 55 11 2.00 (0.99-4.06) 1.76 (0.86-3.57) 13 1.65 (0.88-3.09) 1.42 (0.76-2.68)
IV-V? 31 13 5.20 (2.67-10.12) 3.87 (1.89-7.91) 15 4.60 (2.52-8.38) 3.17 (1.68-6.00)
Rotterdam-Klassifikation/
Tumorgrolie
I-112 52 9 1.69 (0.79-3.62) 1.54 (0.72-3.30) 11 1.47 (0.75-2.87) 1.30 (0.66-2.56)
112 34 15 5.60 (2.96-10.58) 3.89 (2.01-7.55) 17 4.64 (2.61-8.24) 3.06 (1.69-5.52)
500uM Inkrement 1.16 (1.08-1.26) 1.13 (1.04-1.23) 1.19 (1.11-1.27) 1.15 (1.07-1.23)
Intrakapsuldrer Befall
Ja vs. Nein 33 9 2.21 (1.07-4.55) 2.15 (1.02-4.52) 10 1.87 (0.95-3.67) 1.69 (0.85-3.35)
Extrakapsulérer Befall
Javs. Nein 15 7  4.52(2.03-10.08) 3.24 (1.35-7.73) 7 3.18 (1.45-6.97) 2.34 (1.00-5.45)
3D-model
PosNCutRate® 1.26 (1.07-1.48) 1.26 (1.07-1.49) 1.23(1.07-1.42) 1.22 (1.05-1.41)

AreaEllipse*PosNCutRate*

1.01 (1.00-1.01)

1.01 (1.00-1.01)

1.01 (1.00-1.01)

1.01 (1.00-1.01)

Abkurzungen: Npg.: Anzahl an Patienten; TPD: tumour penetration depth; LRFS: local recurrence-free survival; DFS: disease-free survival; HR: hazard ratio;

Cl: Konfidenzintervall; * adjustiert fiir: Alter, Sex, Breslow, Ulzeration, Tumorlokalisation; > Referenz=SLK-negative Patienten; *PosNCutRate=Zahl der
tumorbefallenen histologischen Schnitte geteilt durch die Gesamtzahl an Schnitten (10% Inkrement);  (x/4 multipliziert mit (Diameter des gréRten Tumorclusters)
multipliziert mit (PosNCutRate)) (400.000um? Inkrement, reprasentiert ein Tumorcluster von 2000x500um in 80% der Schnitte).
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4.2.2 Uberlebenszeitanalyse

Die Kaplan-Meier-Analyse (Abb. 11, 12) zeigte deutliche Unterschiede in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der getesteten Gruppen. So sank diese fiir alle 6 Merkmale in den
ersten 18 Monaten nach Operation am deutlichsten, in der weiteren Folge nur noch leicht. Nach
18 Monaten bestand flr Patienten mit positivem SLK bzw. mit Kapselinfiltration eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von ca. 75%. Fir S 111, Dewar 1V-V und Rotterdam 111 war diese
60-65%. Am schlechtesten schnitten Patienten mit extrakapsuldarem Melanombefall ab (45%
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 12 Monaten). Das nachfolgende Zeitintervall fiir EKA ist
zensiert. Patienten in S I-ll, Rotterdam I-Il und Dewar |-l lebten mit
Uberlebenswahrscheinlichkeiten von 90, 85 bzw. 80% nach 18 Monaten demgegeniiber deutlich

langer. Wesentliche Unterschiede zwischen LRFS und DFS zeigten sich nicht.

4.2.3 C-Statistik

Die C-Statistik ergab C-Indizes, als Mal der Diskriminations-/Préadiktionsfahigkeit, von ca.
70% fur alle getesteten Parameter mit minimalen Differenzen zwischen den Indizes sowie zum
Basismodell (beinhaltet ausschlieflich die Confounder) und zum Gesamtmodell (enthélt alle 6
histopathologischen Merkmale plus alle Confounder). Tabelle 13 listet die entsprechenden

Resultate auf.

Tabelle 13: C-Indizes der SLK-Prognoseparameter.

LRFS DFS
(adjustierte Effektmale) (adjustierte Effektmale)
C-Index (95% CI) C-Index (95% CI)
S-Kilassifikation 0.68 (0.40-0.92) 0.74 (0.51-0.93)
TPD (500um Inkrement) 0.70 (0.41-0.93) 0.73 (0.49-0.93)
Dewar-Klassifikation 0.69 (0.41-0.92) 0.74 (0.50-0.93)
Rotterdam-Klassifikation 0.69 (0.40-0.92) 0.73 (0.49-0.93)
TumorgroBe (500um Inkrem.) 0.74 (0.46-0.96) 0.76 (0.52-0.94)
Kapselinfiltration 0.75 (0.47-0.96) 0.77 (0.53-0.95)
Extrakapsulérer Befall 0.72 (0.43-0.94) 0.76 (0.52-0.94)
Basismodell* 0.67 (0.39-0.91) 0.78 (0.54-0.95)
Gesamtmodel? 0.67 (0.39-0.91) 0.71 (0.47-0.91)

Itasst alle Confounder (Alter, Geschlecht, Breslow, Ulzeration, Tumorlokalisation) zusammen;
*fasst alle Confounder sowie alle histologischen Parameters zusammen
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Abb. 11: Uberlebenszeitanalyse mittels Kaplan-Meier-Methode fiir (a) den SLK-Status, (b) die S-Klassifikation, (c) die Dewar Klassifikation, (d) die
Rotterdam Kilassifikation, (e) die Kapselinfiltration und (f) die extrakapsulare Ausbreitung in Bezug auf LRFS.
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Abb. 12: Uberlebenszeitanalyse mittels Kaplan-Meier-Methode fir (a) den SLK-Status, (b) die S-Klassifikation, (c) die Dewar Klassifikation, (d) die
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5. Diskussion

Die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie ist eine international (Bsp.: USA, Australien, Deutschland)
etablierte Methode zur fruhzeitigen Entdeckung okkulter regionaler LK-Metastasen bei
malignem Melanom. Trotz der erwiesenen prognostischen Rolle als Stagingprozedur wird der
therapeutische Nutzen weiterhin kontrovers diskutiert [47-48]. So hat die SLKB zwar einen
positiven Einfluss auf die lokale Tumorkontrolle, jedoch nicht auf das Gesamtiiberleben der
Patienten. Weiterhin ist die Prozedur kostenintensiv (10.000-15.000 US-$) [110] und schon der
Nachweis einer einzelnen Melanomzelle im SLK fihrt zur Empfehlung einer
morbiditatsbehafteten kompletten Lymphadenektomie, welche schlussendlich nur bei 10-33%
[11-12,111-114] der Patienten einen Tumornachweis und damit eine Handlungskonsequenz
ergibt. Daneben ist im Falle eines Melanomzell-Nachweises im SLK bisher nicht geklart,
welche histologischen Parameter eine prognostische Relevanz haben und sich fir die
Routinebefundung eignen.

Wir untersuchten den SLK-Status und funf histopathologische Kriterien auf ihre préadiktive
Aussagekraft hinsichtlich LRFS und DFS anhand einer Gruppe von 346 Patienten nach SLKB
mit bekanntem klinischem Verlauf. Obwohl alle Parameter im Stande waren, Patienten mit
schlechter Prognose zu identifizieren (positiver SLK-Status, S Ill, Dewar I-Il1l und V-V,
Rotterdam I-11 und Ill, intra- sowie extrakapsularer Tumorbefall), blieb die Identifizierung von
Patienten mit gunstiger Prognose schwéchlich, denen zusétzliche potentiell risikobehaftete
Prozeduren erspart werden koénnten. Die Inkremente von TPD und KorngroRe helfen, diese
Licke zu schlieBen. Das postulierte 3D-Modells der Tumorarchitektur sowie die Gewichtung

der Parameter untereinander mittels C-Statistik erhéhte die prognostische Sicherheit nicht.

5.1 Klinische und Primartumor-Merkmale

In der vorliegenden Studie war das mediane Alter bei Diagnosestellung mit 64,2 Jahren typisch
(50. bis 60. LJ) [3], ebenso die Rate der Patienten mit SLK-Mikrometastasierung mit 24,9%
(Referenz 15-33%) [42]. Das mediane Follow-Up betrug 34,7 Monate und lag damit im
Vergleich zu anderen Studien im unteren Drittel (siehe Tabelle 1 unter 1.3). Eine Auswertung
mit langerer Latenz konnte helfen, jedoch dauerte es im Median 13,0 Monate (Mittelwert 20,0)
bis zum ersten Rezidiv, d.h. die gegebene Nachbeobachtungszeit sollte einen Grofiteil der
Rezidive erfasst haben. Auch waren die Patienten mit niedrigem Follow Up gleichméaRig auf die
im Anschluss folgenden Gruppen verteilt.

Wie erwartet [85,87,115-119] wiesen die Primértumoren der Patienten mit positivem SLK,
verglichen mit den Patienten mit negativem SLK, deutlich hdufiger folgende Merkmale auf: sie

waren maénnlichen Geschlechts (53,5 vs. 47,7%), der Primartumor war deutlich dicker
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(medianer Breslow-Index 3,3mm vs. 1,5mm) und am Stamm lokalisiert (54,7% vs. 47,7%;
Erklarung: Melanome am Stamm werden hé&ufiger Ubersehen und sind damit bei
Diagnosestellung haufig in fortgeschrittenen Stadien), sie hatten hohere Clark-Level und waren
wesentlich haufiger ulzeriert (51,2% vs. 30,0%) und regressiv (20,9% vs. 16,2%) - als Zeichen
einer bereits stattgehabten Immunreaktion und damit einer langeren Erkrankungszeit. Der
haufigste histologische Subtyp der Patienten mit SLK-Mikrometastasen war das nodulare
Melanom (51,2% der Falle), der von SLK-negativen Patienten das superfiziell spreitende
Melanom (48,5% der Falle). Sowohl SLK-positive als auch —negative hatten Uberwiegend
Primartumoren mit vertikalem Wachstumsmuster (94,2% vs. 69,6%), die Patienten mit
Mikrometastasierung fast ausnahmslos. Auch diese zwei Beobachtungen sind erwartet, da ein
noduldres Melanom (das heiflt mit frihem vertikalem Wachstum) eher als ein superfizielles,
zundchst horizontal wachsendes Melanom Zugang zu den dermal gelegenen Lymph- und
BlutgefaBen findet und damit allgemein friiher metastasieren kann.

Entgegen dem wissenschaftlichen Konsens, dass ein junges Patientenalter (<60 Jahre) als
Risikofaktor flr den SLK-Tumorbefall gilt [87,91,116], waren in unserer Studie die Patienten
mit positivem SLK im Median geringfugig alter als in der Vergleichsgruppe (65,8 vs. 63,9
Jahre). Fir die Uberwiegende Zahl der Patienten war das Melanom das Erstmalignom (Gesamt
90,2%). Nur selten fand sich unter den Studienpatienten eine positive Familienanamnese in
Hinsicht auf das Melanom (Gesamt 5,2%), insgesamt liegt diese Beobachtung im erwarteten
Rahmen (5-10% der Falle) [1-2].

5.2 Prognoseparameter des SLK

5.2.1 Sentinel-Lymphknoten-Status

Der SLK-Status ist neben dem Breslow-Index der wichtigste prognostische Parameter beim
malignen Melanom [11-13,31]. Eine Vielzahl an Studien, z.T. an grof3en Patientenkollektiven,
zeigte dies in Bezug auf das DFS [11,15,44,49,51]. So erhohte sich das Risiko fir ein
Melanomrezidiv bei Tumorzell-Nachweis im SLK um den Faktor 2 bis 6. Eine
Literaturiibersicht dazu bietet Tabelle 14. Bezlglich der Lokalrezidive zeigte eine Studie eine
erhohte Rate an In-Transit-Metastasen in SLK-positiven Féllen (20 vs. 8% in SLK-negativen
Fallen) [51]. Weitere Untersuchungen beziglich des LRFS waren nicht zu finden.

In der vorliegenden Studie war der positive SLK-Status ein starker, unabhdngiger, negativer
Prognoseparameter fir beide ZielgroBen (HR 2,44 fir Lokalrezidive, 1,98 fir Rezidive
insgesamt), mit einer vergleichsweise préazisen statistischen Schéatzung. Dazu war der SLK-
Status durch die sensitivitdtserh6hende Tumorimmunhistochemie (MelanA, HMBA45) einfach zu

ermitteln.
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Tabelle 14: Literaturtbersicht zum prognostischen Einfluss des SLK-Status und der Dewar-Klassifikation auf LRFS und DFS.

Autoren Jahr | Nges. | N Follow- Einfluss auf ... Art der statistischen p-Wert
SLK+ | up(X) Analyse

SLK-Status:

Gershenwald et al. [11] 1999 | 580 85 40 Mo. DFS (HR 3.41; Cl 2.25-5.17) KM, Cox uni-/multivariabel <0,001

Vuylsteke et al. [15] 2003 | 209 40 72 Mo. DFS (HR 2.45; Cl 1.24-4.84) KM, Cox uni-/multivariabel 0,01

Berk et al. [49] 2005 | 260 39 29 Mo. DFS (OR 5.85; Cl 2.37-14.47) Chi®-Test, multivariabel <0,001

logistische Regression

van Akkooi et al. [12] 2006 | 262 77 23,3 Mo. DFS (HR 5.71;CI 2.81-11.60), Cox uni-/multivariabel <0,001
LRFS (In-Transit-Metast. nach 5a: 20 vs. 8%)

van der Ploeg et al. [44] 2011 | - 1080 37 Mo. DFS (HR 2.12; Cl 1.62-2.79) Cox uni-/multivariabel <0,001

vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel -

Dewar-Klassifikation:

van Akkooi et al. [51] 2006 | 262 77 30 Mo. I-IV vs. V: DFS (HR 3,48; CI 153-7.93), | KM, Log-Rank-Test, Cox | 0,003
Effekt nur im univariablen Modell uni-/multivariabel

van der Ploeg et al. [44] 2011 | - 951 37 Mo. DFS (Effekt nur bezogen auf Dewar II, 11l und | Chi*>-Test, KM, Cox uni- | <0,01
V und nur im univariablen Modell) /multivariabel

vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. LRFS, DFS Cox uni-/multivariat -

van Akkooi et al. [51] 2006 | 262 77 30 Mo. kein Effekt auf DFS Chi*-Test >0,05

Roka et al. [53] 2008 | 504 85 31 Mo. kein Effekt auf DFS Chi®-Test >0,05

Abkirzungen: N: Anzahl; X : Median; KM: Kaplan-Meier-Methode.
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5.2.2 TPD und S-Klassifikation

Die vorliegende Studie zeigte in der S-Klasse Il einen starken unabhdngigen Prognosefaktor
far LRFS (HR 3,59) als auch DFS (HR 2,88), dabei mit einer vergleichsweise prazisen
Schétzung. Dies spiegelt sich in einer hohen Rate an Ereignissen (40% der 52 Patienten erlitten
ein Lokalrezidiv; 43% ein Rezidiv insgesamt) wider. Fur S I-11 ermittelten wir ein protektives
Effektmal (HR 0,79 fiir LRFS resp. 0,85 fur DFS), jedoch ist dieses Ergebnis in Anbetracht des
Konfidenzintervalls nicht interpretierbar. Eine Erklarung bietet die geringe Zahl an Ereignissen
in S I-11 (3 Lokalrezidive (9%) und 5 Rezidive insgesamt (15%) bei ,,nur* 34 Patienten), welche
eine prazise statistische Evaluation deutlich erschwerte.

Zwei Studien bestitigten einen Effekt auf das krankheitsfreie Uberleben [51-52], jedoch van
Akkooi et al. nur in der univariablen Analyse, van der Ploeg et al. nur im Vergleich von S Il
mit einer fusionierten Gruppe ,,S I-1I* [52], analog zur vorliegenden Studie. Drei Studien
beobachteten keinen Effekte auf das DFS [53-55]. Beziiglich des LRFS fanden wir eine Studie,
welches unser Ergebnis bestatigte [58]. Bei der Evaluation der TPD als 500um-Inkrement statt
in S-Klassen zeigten sich hochpréazise EffektmaRe fur beide ZielgroRen bei einer moderaten
Risikosteigerung (HR 1,25 mit 95% CI 1,14-1,37 fur LRFS; HR 1,24 mit CI 1,14-1,35 fir
DFS). Drei Studien fanden analoge Resultate beziiglich des DFS [54,56-57], jedoch fehlt bei
zwei Studien die Angabe der Hoéhe des Inkrements [54,56], was die Vergleichbarkeit deutlich
beeintrachtigt (Tabelle 15). Nichts desto trotz kann das TPD-Inkrement bei der Identifikation
von Patienten mit guter Prognose helfen.

Vorteile dieses Prognoseparameters sind zum einen die einfache histologische Evaluation,
gegeben die Lymphknotenkapsel ist nicht zu stark beschadigt, zum anderen die exzellente
Reproduzierbarkeit [120]. Limitationen fanden wir bei groRen Tumorkonglomeraten, deren
exakte mikroskopische Messung schwierig war. Jedoch folgten wir der Empfehlung der
EORTC Melanoma Group, ,keine Zeit zu vergeuden, um sehr akkurat eine sehr grof3e
Metastase auszumessen, sondern diese nach AugenmaR zu schatzen und mehr Zeit in die prazise
Messung von kleinen Lasionen und denen nahe eines Grenzbereichs zu stecken® [42].

Eine weitere Limitation ist, dass sich die S-Klassifikation stark auf die Tumorlokalisation
fokussiert. So wiirde ein langgestreckter groRer, rein subkapsular gelagerter Tumor der Klasse |
und damit der besten Prognose zugeordnet, obwohl er nach den prognostisch exzellenten
Rotterdam-Kriterien (siene 5.2.4) aufgrund seiner GroRe eine schlechte Prognose hétte.
Dagegen wirde ein minimales Korn im Tumorzentrum S 11l und damit der schlechtesten
Prognose zugeordnet, obwohl dieses Korn fiir den weiteren Krankheitsverlauf vielleicht nur
eine untergeordnete Rolle spielte [42]. Im direkten Vergleich mit der KorngroRe ist die S-

Klassifikation somit flr die Risikopradiktion von geringerer Gute.
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Tabelle 15: Literaturtbersicht zum prognostischen Einfluss der TPD kontinuierlich und als (neue) S-Klassifikation auf LRFS und DFS.

Autoren Jahr | N N Follow- Ereignisse/Patienten je | Einfluss auf ... Art der statistischen p-
ges. SLK+ Up(X) | Gruppe(SI, 11 111) Analyse Wert

TPD als S-Klassifikation:

Fink et al. [58] 2005 | 154 26 - 0/6, 0/10, 4/10 LRFS (lokoregionére LK-Metastase) Chi®-Test 0,02

van Akkooi etal. [51] | 2006 | 262 77 30 Mo. 6/27, 2/30, 2/17 Effekt auf DFS nur im univariablen KM, Log-Rank-Test, 0,02

Modell Cox uni-/multivariabel

van der Ploeg et al. 2009 | 344 94 32 Mo. 0/16, 0/4, 6/50 3-J-DFS (1/11 83%, 111 60%) KM, Log-Rank-Test 0,40

[52]

vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. 0/6, 3/28, 21/52 (LRFS); | LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel | -

0/6, 5/28, 23/52 (DFS)

Roka et al. [53] 2008 | 504 85 31 Mo. 4/30, 1/9, 13/46 kein Effekt auf DFS KM, Log-Rank-Test, >0,05
Cox uni-/multivariabel

Rossi et al. [54] 2008 | 457 96 42 Mo. 0/20, 5/26, 15/49 kein Effekt auf DFS Chi*-Test, Cox uni- >0,05
/multivariabel

Meier et al. [55] 2010 | 697 217 47,8 Mo. | ?/65, ?/67, ?/85 kein Effekt auf DFS Chi®-Test, KM, Cox >0,05
uni-/multivariabel

TPD als kontinuierliche Variable:

Satzger et al. [56] 2007 | - 169 34,4 Mo. - DFS (HR 1,14; CI 1,09-1,20), Effekt Cox uni-/multivariabel | 0,001

nur im univariablen Modell

Govindarajan et al. 2007 | - 127 31,2 Mo. - DFS (HR 1.1; C1 1.03-1.19, 500 pm Cox uni-/multivariabel, | <0,05

[57] Inkrement) KM

Rossi et al. [54] 2008 | 457 96 42 Mo. 0/20, 5/26, 15/49 DFS (HR 1.23; Cl 1.126-1.348) Chi*-Test, Cox uni- <0,02
/multivariabel

vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. 0/6, 3/28, 21/52 (LRFS); | LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel | -

0/6, 5/28, 23/52 (DFS)

Abkirzungen: N: Anzahl; X : Median.
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5.2.3 Dewar-Klassifikation

Auch die Klassifikation nach Dewar et al. [75] zeigte in der vorliegenden Studie Disparitaten in
ihrer prognostischen Aussagekraft. So sind die Klassen I-1ll1 und vor allem V-V starke,
unabhéngige Pradiktoren fur ein negatives klinisches Outcome hinsichtlich beider Zielgréfzen.
Wiahrend Dewar V-V mit hohen EffektmaRen (einer fast Vervierfachung des Risikos fiir Lokal-
und Verdreifachung des Risikos fir Gesamtrezidive) und einer prazisen Schatzung einherging,
war jedoch die Schatzung fur Dewar I-111 deutlich unpraziser. Entgegen der Erwartung eines
protektiven Effektmales zeigte sich in Gruppe I-Ill ein 1,8- resp. 1,4-mal héheres Risiko fiir
Lokal- und Gesamtrezidive. Ablesen lasst sich dieser Unterschied auch an den Ereignisraten:
Dewar IV / V (38% resp. 47% Lokalrezidive und 38% resp. 60% Gesamtrezidive) gegentber
Dewar | / 11/ 11 (0% / 22% / 19% Lokalrezidive und 0% / 28% / 19% Gesamtrezidive). Es ist
somit anzunehmen, dass Klasse I-111 protektive (I) mit negativen (I, 1) Prognoseparametern
vereint — und damit das unprézise Ergebnis bedingt. Eine separate statistische Auswertung von
Dewar | war aufgrund des limitierten Patientenkollektivs nicht durchfuhrbar.

Van der Ploeg et al. [44] bestatigten die genannte Effekte auf das DFS in einer Studie mit einer
vergleichsweise hohen Fallzahl, jedoch nur fiir einen Teil der Klassen und nur in der
univariablen Analyse [44,51]. Zwei Studien fanden keinen Einfluss auf das DFS [51,53].
Beziglich des LRFS konnte keine Studie gefunden werden (Tabelle 14).

Ein Kritikpunkt der Dewar-Kriterien ist die moderate Reproduzierbarkeit, vor allem bei
multifokalen oder irreguldr geformten Tumorinfiltraten [120]. Auch ist die Zuordnung in die
Klassen | (subcapsular) und Il (combined) bisweilen aufgrund einer geschadigten Kapsel
schwierig. In Zusammenschau der Ergebnisse ist die Dewar-Klassifikation somit im Vergleich

zu den anderen hier untersuchten Merkmalen eher ein Prognoseparameter zweiter Ordnung.

5.2.4 Korngrosse und Rotterdam-Klassifikation

In der Vergangenheit wurden verschiedenste Cut-Off-Points zur Trennung von Patienten mit
guter vs. schlechter Prognose anhand der Tumorgréfe vorgeschlagen, unter anderem < 0,5/ 0,5
-2,0/>2,0mm [76], </ > 2,0mm [121-123] und </ > 3,0mm [59]. Auch Submikrometastasen
(< 100 pm) [124] und isolierte Tumorzellen [63,125-126] wurden analysiert. Dabei zeigte die
KorngroBe immer einen pradiktiven Einfluss auf die ZielgroRen, unabhdngig von deren
Stratifizierung. Wir entschieden uns in Anlehnung der aktuellen Empfehlung der EORTC
Melanoma Group zur Evaluation des groRten Korns als kontinuierliche Variable sowie im
Rahmen der Rotterdam-Klassifikation (<100 pm, 100-1000 pm, >1000 pum) [51].
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Die vorliegende Studie zeigte, dass die Klasse Il mit fast einer Vervierfachung des Risikos fir
ein Lokalrezidiv und einer Verdreifachung des Risikos fur ein Gesamt-Rezidiv bei einer
vergleichsweise prazisen statistischen Schatzung einherging. Damit ist Rotterdam IIl der
stérkste Pradiktor der gesamten Studie. Dies spiegelt sich auch in den absoluten Zahlen wieder:
15 von 33 Patienten (46%) in Rotterdam 111 erlitten ein Lokalrezidiv gegentiber 9 von 53 (17%)
in Rotterdam I-1l; 17 von 33 Patienten (52%) in Klasse Il erlitten ein Melanomrezidiv
insgesamt gegeniiber 11 von 53 (21%) in Klasse I-11. Fir Rotterdam I-1l ergab sich, entgegen
der Erwartungen, eine Risikoerh6hung um den Faktor 1,54 (LRFS) respektive 1,30 (DFS),
jedoch ist die Schatzung weniger prazise. Eine separate Evaluation der Klassen | und Il, ergo
eine mogliche Identifikation von Patienten mit guter Prognose, gelang im Rahmen dieser Studie
nicht. Damit kann keine Aussage dazu getroffen werden, ob man o.g. Patienten trotz des
Tumornachweises im SLK wie SLK-negative Patienten behandeln kann, ohne Sie prognostisch
zu benachteiligen [44,51]. Eine These, die auch Gegner hat: Murali et al. zeigten in einer Studie,
dass 5 von 24 Patienten in Rotterdam | innerhalb eines medianen Follow-Up von 40 Monaten
am Melanom verstarben und ein weiterer Patient ein Rezidiv erlitt [60]. Daraus folgerten sie,
dass die maximale KorngroRe als alleiniges Prognosekriterium nicht gentigt. Diese Meinung
teilen wir. In Anbetracht der mannigfaltigen Prognoseparameter mit validen prognostischen
Effekten ist es keine gute Praxis, Patienten bei nicht stattgehabter kompletter
Lymphadenektomie der Gefahr eines Rezidivs achtlos auszusetzen, wenn in Zusammenschau
mehrerer Kriterien eine differenziertere Aussage maoglich wére. Jedoch zeigt sich damit auch,
dass eine Fusion der Patienten in Rotterdam I-11 erst recht kein valider Weg zur ldentifikation
von Patienten mit exzellenter Prognose ist. Die Losung lage in der Auswertung groferer

Patientenkollektive, die am Standort Halle jedoch derzeit nicht zur Verfiigung stehen.

Bei Analyse der KorngroRe als 500um-Inkrement zeigte sich nur eine geringe Risikoerhthung
beziiglich den Lokal- (HR 1,06) und Gesamtrezidiven (HR 1,07), jedoch mit einer
ausgesprochen prazisen Schéatzung. Verglichen mit dem 500um-Inkrement der TPD (HR 1.25
resp. 1.24) geht das Inkrement der KorngréRe jedoch mit einer ca. 5-fach geringeren
Risikosteigerung einher. Daher ist zu postulieren, dass ein Vordringen der Tumorzellen in
Richtung des Lymphknotenzentrums bzw. der Lymphefferenz um 500um einen gréfReren
Einfluss auf die Prognose des Patienten hat als eine GréRenzunahme des Tumors um 500um.
Bei Betrachtung der Patienten mit einer TPD bzw. einer Korngrélie groRer als 1000pm (S- /
Rotterdam-Klasse I11) ergeben sich keine derartigen Unterschiede. Somit findet sich der
beschriebene Effekt vor allem in frihen Metastasierungsstadien. Immerhin kann das Inkrement

der KorngroRe bei der Identifikation von Patienten mit vergleichsweise guter Prognose helfen.
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Tabelle 16: Literaturtibersicht zum prognostischen Einfluss der Korngroéf3e kontinuierlich und als Rotterdam-Klassifikation auf LRFS und DFS.

Autoren Jahr | N N Follow- | Ereignisse pro Einfluss auf ... Art der statistischen p-Wert
ges. SLK+ | up( X ) | Gruppe (Rott. LI1111) Analyse
KorngroRe als kontinuierliche Variable:
Ranieri et al. [59] 2002 | 461 90 - - DFS (HR 1,12; CI 1,05-1,18) Co><2uni-/multivariabel, 0,0003
Chi“-Test
Satzger et al. [56] 2007 | - 169 34,4 - DFS (HR 1,17; CI 1,11-1,23), Cox uni-/multivariabel 0,001
Mo. Effekt nur im univariablen Modell
Govindarajan et al. [57] | 2007 | - 127 31,2 - DFS (HR 1.01; C1 0.97-1.04 pro Cox uni-/multivariabel, <0,05
Mo. 500 pm Inkrement) KM
vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. | 1/16, 8/36, 15/34 LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel -
(LRFS); 1/16, 10/36,
17/34 (DFS)
KorngroRe als Rotterdam-Klassifikation:
van Akkooi et al. [51] 2006 | 262 77 30 Mo. 0/16, 9/41, 2/17 DFS Cox uni-/multivariabel, 0,001
KM, Log-Rank-Test
Ollila et al. [61] 2009 | 578 90 26,4 8/33, 10/27, 21/30 LRFS (Rate an Lokal-, In-Transit- | Jonckheere-Terpstra- <0,001
Mo. , regionalen LK-Metastasen) Methode, Fisher’s Exact
Test, KM
Meier et al. [55] 2010 | 697 217 47,8 ?/85, ?/77, ?/55 DFS (I vs. II-111, HR 0,40; CI Cox uni-/multivariabel, 0,006
0,21-0,77) Chi?-Test, KM
van der Ploeg et al. [44] | 2011 | - 1080 | 37 Mo. 10/113, 73/457, DFS Cox uni-/multivariabel, | <0,01
129/510 Chi®-Test, KM
Murali et al. [60] 2011 | - 409 30,8 - DFS Cox uni-/multivariabel, -
Mo. Chi®-Test, KM
vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. | 1/16, 8/36, 15/34 LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel -

(LRFS); 1/16, 10/36,
17/34 (DFS)

Abkurzungen: N: Anzahl, X :Median; KM: Kaplan-Meier-Methode.
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Alle publizierten Arbeiten (Ubersicht in Tabelle 16) untermauerten die oben genannten
Resultate. So fand eine Studie einen Einfluss der Rotterdam-Klassifikation auf das LRFS [61],
vier Studien an Kollektiven von bis zu 1080 SLK-positiven Patienten [44] zeigten Effekte auf
das DFS [44,51,55,60]. Drei Studien fanden Effekte bei der Betrachtung der Korngrolie als
Inkrement [56-57,59], jedoch war bei nur einer Studie [57] die Hohe des Inkrements mit 500um
beziffert, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einschrénkt. Auch hier konnten keine Studien

mit widerspriichlichen Resultaten gefunden werden.

Der Durchmesser des groten Korns ist ein einfach zu erhebender quantitativer Parameter der
Tumorlast mit einer exzellenten Reproduzierbarkeit [120]. Jedoch kann die sehr variable Form
der Metastasen in den verschiedenen Schnittebenen in manchen Fallen eine Unterschatzung des
maximalen Korndurchmessers bewirken, je nachdem, ob die Metastase langs, quer oder in einer
anderen Ebene getroffen ist. Ein extensiveres histologisches Protokoll konnte hier Abhilfe
schaffen, ist jedoch wegen der Kosten und des Aufwands fur die Routinebegutachtung in den
meisten Fallen nicht umsetzbar. Eine Ausweitung der Tumorarchitektur auf eine dritte

Dimension (siehe 3.2.7) brachte keinen weiteren prognostischen Informationsgewinn.

5.2.5 Intrakapsularer Befall

Die vorliegende Studie zeigt, dass der Nachweis intrakapsulérer Tumorzellen ein starker
unabhéangiger und negativer Pradiktor beim malignen Melanom fir Lokalrezidive (HR 2,15) als
auch fiir Rezidive insgesamt (HR 1,69) ist. Jedoch ist der Schatzwert fir das DFS weniger
prazise als fur das LRFS. Zusammen mit dem hoheren Punktschatzer fir das LRFS ist zu
folgern, dass die Kapselinfiltration eher die regionale als die ferne Tumorausbreitung
prognostisch abbildet. Passend zu dieser These waren alle der 9 Rezidive in der Gruppe mit
SLK-Mikrometastasen lokal begrenzt (8 der 9 Lokalrezidive sind In-Transit-, ein weiteres
Rezidiv eine regionale Lymphknoten-Metastase). Gegentiiber der S-, Dewar- und Rotterdam-
Klassifikation zeigen sich fiir die Kapselinfiltration geringere Effektschatzer, weshalb hier eine
geringere pradiktive Kraft zu postulieren ist.

Der intrakapsulédre Befall ist ein vergleichsweise selten untersuchter prognostischer Parameter.
Die Ergebnisse der vorangegangenen Studien sind diskordant (Tabelle 17). So postulieren 3
Studien einen Einfluss auf das krankheitsfreie Uberleben [55-56,62]. Meier et al. beschrieben
sogar ein hazard ratio von 0,59 [55], was bedeutet, dass sich der Kapselbefall positiv auf die
Prognose auswirkt. Drei weitere Studien, eine davon mit einer vergleichsweise hohen Zahl an
SLK-positiven Patienten [65], widersprachen dem Effekt auf das DFS [63-65]. Studien, die das

LRFS untersuchten, konnte nicht gefunden werden.
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Tabelle 17: Literaturtibersicht zum prognostischen Einfluss des intra- und extrakapsularen SLK-Befalls auf LRFS und DFS.

Autoren Jahr | N ges. N Follow- | N kaps-inf. Einfluss auf ... Art der statistischen Analyse p-Wert
SLK+ | Up(X) | VvonSLK+
Intrakapsularer Befall:
Satzger et al. [56] 2007 | - 169 34,4 Mo. | - DFS Cox multivariabel 0,037
Meier et al. [55] 2010 | 697 217 49,5 Mo. | - DFS (HR 0,59; 95%-CI 0,37-0,96) Cox multivariabel 0,03
Bertsch et al. [62] 2011 | - 190 - 19 (10%) DFS - 0,02
vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. | 33(38,4%) LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel -
Satzger et al. [63] 2007 | 477 122 35,8 Mo. | - kein Einfluss auf DFS (bez. auf IPCs) KM und Chi*-Test univariabel >0,05
Debarbieux et al. [64] | 2007 | 455 98 29 Mo. 27 (27,6%) kein Einfluss auf DFS Cox uni-/multivariabel, KM >0,05
(X) (kapsulare lymphatische Invasion)
Cadili et al. [65] 2010 | - 606 - 12 (1,6%) kein Effekt auf DFS Cox uni- und multivariabel, KM | >0,05
Extrakapsularer Befall:
Rutkowski et al. [66] 2003 | 726 145 30 Mo. - DFS (RR 2,09) KM, Cox uni-/multivariabel <0,05
Kretschmer et al. [67] | 2006 | 328 96 40 Mo. - LRFS (In-Transit-Metast., RR 2,64) KM, Cox univariabel -
Lock-And. et al. [68] 2006 | 248 79 21 Mo. - DFS - -
Debarbieux et al. [64] | 2007 | 455 98 29 Mo. 18 (18,4%) DFS (OR 3,81; Cl 1,94-7,49) KM, Cox uni-/multivariabel <0,001
(%)
Satzger et al. [56] 2007 | - 169 34,4 Mo. | - DFS (HR 0,35; CI 0,18-0,65), Effekt Cox uni-/multivariabel 0,001
nur im univariablen Modell
vorliegende Studie 2014 | 346 86 34,7 Mo. | 15 (17,4%) LRFS, DFS Cox uni-/multivariabel -
Cadili et al. [65] 2010 | - 606 - 50 (6,7%) kein Effekt auf DFS Cox uni-/multivariabel, KM >0,05

Abkurzungen: N: Anzahl; X : Median; X: Mittelwert; IPCs: isolierte immunhistochemisch positive Zellen, KM: Kaplan-Meier-Methode.
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Grinde fir die widerspriichlichen Ergebnisse liegen zum einen in der histologischen
Begutachtung. So finden sich einerseits Tumorzellen in den intrakapsularen lymphatischen
Gefalien und Sinus und man kann annehmen, dass diese sich in erwarteter Ausbreitungsrichtung
»auf dem Weg“ vom Primarius in die subkapsuldren Sinus befinden, also Ausdruck eines
geringen Ausbreitungsstadiums und damit einer glinstigen Prognose sind. Dies ist ein
Interpretationsansatz der Resultate von Meier et al. [55]. Zum anderen finden sich Praparate, in
denen der Tumor durch sein expansives Wachstum die Kapsel durchbricht (Abb. 7 unter 3.8.4),
ergo das Vorliegen einer aggressiveren Melanomspezies und damit einer anzunehmenden
unglnstigeren Prognose. Weiterhin mussten die Tumorzellen fiir die Infiltration der Kapsel in
der Lage sein, diese in Teilen enzymatisch aufzuldsen, auch ein Zeichen fortgeschrittener
Malignitat. Eine Stratifizierung in a) intrakapsuldare Tumorzellen ohne Beziehung zu
LymphgefdRen und b) eine intrakapsuldre Lymphangiosis carcinomatosa konnte dieses
Dilemma l6sen. Eine valide Auswertung ist jedoch am vorhandenen Patientenkollektiv aufgrund
der geringen Fall-/Ereigniszahl nicht durchfihrbar. Eine weitere Einschrankung bedeutet die
mdogliche  Fehlidentifizierung  kapsuldrer  benigner melanozytarer Névuszellen als
Melanomzellen. Diese konnen in Einzelfdllen mit HMBA45 reagieren. Auch trabekulére
Kalzifikationen in inguinalen und iliakalen Lymphknoten gehen nicht selten mit extrazellularer
HMB-45-Reaktivitat einher [100]. Die Folge ist eine Uberschatzung der Pravalenz dieses

Tumorzell-Merkmals.

In Zusammenschau der Ergebnisse ist die Kapselinfiltration am ehesten ein negativer
Prognoseparameter, welcher seine gréRte Aussagekraft beziiglich der lokoregionéren
Ausbreitung hat. Wegen der geringen Effektgrofie, der nicht eindeutigen Studienlage und den
potentiellen Fallstricken der Immunhistochemie ist er im Vergleich zu den anderen untersuchten

Merkmalen eher ein Prognoseparameter zweiter Ordnung.

5.2.6 Extrakapsularer Befall

In der vorliegenden Studie zeigte sich in der extrakapsuldren Tumorausbreitung (EKA) ein
ausgesprochen starker unabhangiger und negativer Prognoseparameter fiir das Melanom (HR
3,24 fir LRFS; 2,34 flr DFS), jedoch mit einer vergleichsweise geringen Prézision. Analog zur
Kapselinfiltration ist der prognostische Einfluss auf die lokale Ausbreitung grofier als auf die
systemische. Jedoch ist das Risikoinkrement fir ein Rezidiv insgesamt bei VVorliegen einer EKA
mit 134% deutlich starker als fiir die Kapselinfiltration (69%), ergo ist zur Beschreibung dieses

Risikos die EKA hier vorzuziehen.
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Die EKA ist ein seltenes, aber prognostisch bedeutendes Detail der histologischen Detektion
von Lymphknotenmetastasen beim Melanom (Tabelle 17) und anderer Tumorentititen [127-
129]. Drei Studien bestétigen einen Einfluss auf das DFS [56,66,68]. Satzger et al. postulierten
sogar ein protektives Effektmal® (HR 0,35), jedoch nur in der univariablen Analyse [56]. Nur ein
gegensatzliches Ergebnis beziiglich des DFS konnte gefunden werden [65]. Eine weitere Studie
sah einen Einfluss auf das LRFS, genauer im Risiko fiir In-Transit-Metastasen [67].

Wir sehen in der EKA ein Zeichen der lokalen Aggressivitat der Tumorzellen. Diese missen die
Fahigkeit besitzen, neben der Ablosung aus dem Primartumorverband die kollagenhaltige
Lymphknotenkapsel enzymatisch aufzulésen und konsekutiv zu durchbrechen. Damit wiirde ein
friher Zugang zu den perinodalen BlutgefaBen geschaffen und eine Tumorzellstreuung
begunstigt. Das erklart das hohere Risikoinkrement bezliglich des LRFS als fiir das DFS, da
nach dem Ausbrechen aus dem bekapselten Lymphknoten zuerst lokale Metastasen folgen,
bevor die Streuung Uber Blut- und LymphgefaBe systemisch fortschreitet. Das protektive
EffektmaR der Untersuchung von Satzger et al. ist in unseren Augen nur dadurch erklarlich, dass
sie mit dem Nachweis von Tumorzellen in extranodalen afferenten LymphgeféRen ein friihes
Streuungsstadium abbildeten (siehe auch Abb.9 unter 3.7.5). Eine detaillierte Analyse von a)
extranodalen extralymphovaskuldren und b) extranodalen intralymphovaskuldren Tumorzellen
kénnte Aufklarung bringen, bedarf jedoch groRerer Fallzahlen, welche im Augenblick nicht zur
Verfligung stehen. In der vorliegenden Studie fassten wir beide Kategorien als EKA zusammen
und erhielten trotzdem hohe negative Effektschédtzer. Somit scheint die EKA ein negativer

prognostischer Parameter zu sein.

Ein Kritikpunkt der EKA ist ihre im Gegensatz zu quantitativen MaRen wie der TPD oder der
KorngréBe nur maBiggradige Reproduzierbarkeit [120,130]. Weiterhin kann eine ausgeprégte
Fibrose oder Desmoplasie des Lymphknotenparenchyms zu fehlerhafter Beurteilung der
Lagebeziehung zur Lymphknotenkapsel fihren [120]. Auffallig war in unserer Studie die
vergleichsweise hohe Prévalenz des Merkmals (17,4%; in vorangegangenen Studien im Mittel
11,5%). Wir fanden eine starke Koinzidenz von EKA mit einem ausgedehnten Tumorbefall des
SLK. Somit ist zu postulieren, dass die Tumorzellen in manchen Fillen nicht ,,selbststindig™
das extrakapsuldre zumeist subkutane Fettgewebe erreichten, sondern durch die schiere GroRe
des Tumorkonglomerats mechanisch in diese Position gebracht wurden. So kommt es zur
Vermischung der Effekte von KorngréRe und EKA und es resultiert eine erh6hte Rate an falsch-
positiver Merkmalsprévalenz. In Zusammenschau der Ergebnisse ist die EKA ein starker
unabhéngiger Prognoseparameter erster Gite und sollte routineméRig in der SLK-Befundung

erfasst werden.
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5.2.7 PosNCutRate und 3D-Modell der Tumorarchitektur

Interessanterweise lieferte die Rate der tumorbefallenen histologischen Schnitte eines SLK
(PosNCutRate) hochprazise (CLR 1,4 respektive 1,3), wenngleich vergleichsweise geringe
EffektmaBe. So war bei Inkrement der PosNCutRate um 10% eine Risikoerhéhung fir ein
Lokalrezidive um 26%, fur Rezidive insgesamt um 22% zu verzeichnen. Vergleichbare Studien
konnten nicht gefunden werden. Im direkten Vergleich ist das TPD-Inkrement bei
vergleichbarer Punktschatzung (HR 1,25 fur LRFS resp. 1,24 fiir DFS) noch etwas préziser
(CLR 1,2 resp. 1,2) und im direkten Vergleich der PosNCutRate vorzuziehen.

Das postulierte Modell zur Darstellung der 3-dimensionalen Tumorarchitektur erbrachte keine
zusétzliche prognostische Information. Selbst bei einem sehr grofien Inkrement von 400.000
um?, ein Tumorcluster von 1000 x 500 pm reprasentierend in 80% der Schnitte (1) sind die
gewonnenen Punktschatzer nur marginal (HR 1,04 resp. 1,05). Die Erklarung konnte im oftmals
irregularen Aufbau wie der Orientierung des Tumors im Lymphknoten liegen, welcher
mathematisch in den seltensten Fallen einer Kugel, Ellipse oder etwas annéhernd
Geometrischem entspricht. Vergleichbare Studien waren auch hier nicht zu finden.

5.3 Limitationen und Starken der Studie

Die vorliegende Studie hat mehrere Einschrankungen. Erstens, durch den monozentrischen
Ansatz umfasste sie nur eine limitierte Anzahl an Patienten. Die damit einhergehende geringe
statistische Prazision einiger Ergebnisse verhinderte die Kklare Interpretation einzelner
Parameter. Zur Fallzahlerhohung wirde die Kooperation mit anderen SLKB-Zentren helfen.
Dies bréchte jedoch die klassischen Fallstricke einer multizentrischen Studie wie multiple
Untersucher, Fehler in der Standardisierung der Datenerhebung und in der Datenfusion mit sich.
Zweitens, wir entschieden uns fir ein histologisches Protokoll mit MelanA und HMB 45, daher
war mit einer erhohten Rate falsch-negativer Befunde gegeniiber einem Protokoll mit S-100 zu
rechnen. Jedoch ist schon in der konventionellen Histologie durch erfahrene Begutachter von
einer hohen Sensitivitat auszugehen. Dazu forderte unser Protokoll gar ein Minimum an 20
Schnitten pro Farbung Uber den gesamten Lymphknoten und ist somit aufwendiger als das
aktuelle ,,melanoma group sentinel node pathology protocol“ der EORTC (20 Schnitte verteilt
auf 6 Schnittebenen von 50, 100, 150, 200 und 250 pm abwechselnd mit HE und
Immunhistochemie gefarbt) [42,131]. Die aktuelle deutsche S3-Leitlinie ,,Malignes Melanom®
[3] gibt hierzu keine bindende Empfehlung. Es wurde gezeigt, dass ein erhdhter Aufwand bei
Schnittfolgen und histopathologischer Untersuchung der SLK die Rate an detektierten

Metastasen erhéht [131-134]. Theoretisch wéare es wiinschenswert, den gesamten SLK in
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wenige Mikrometer diinne Paraffinschnitte aufzuarbeiten und zu analysieren. Je nach dessen
GroRe wirden dabei jedoch hunderte bis tausende Schnitte anfallen und der Zeit- und
Kostenfaktor ins nahezu Unermessliche getrieben werden [100]. Es wurde kirzlich gezeigt, dass
sich Melanommetastasen nicht an praferierten Orten des LK wiederfinden [135]. Damit zeigt
sich, wie ausgesprochen wichtig es ist, den kompletten LK aufzuschneiden und in mdoglichst
vielen Schnittebenen zu begutachten [60]. In der Literatur sind falsch-negative Raten von 2-3 %
beschrieben [51,136-139]. Neben dem histologischen Protokoll sind die teils hochvariable
Expression der melanozytéren Epitope, eine fehlerbehaftete nuklearmedizinische Identifikation
des echten SLK (z.B. Verstopfung der afferenten Lymphkollektoren durch Tumormaterial)
[140] sowie heterogene und postoperativ alterierte Lymphabflusswege [141] potentielle weitere
Ursachen. Fehler durch die komplexe Anatomie der Drainage im Kopf-Hals-Bereich wurden

durch den Studien-Ausschluss aller Patienten mit diesem Merkmal vermieden (siehe 3.2).

Drittens, das Problem der begrenzten Nachbeoachtungszeit wurde bereits in 5.1 besprochen.

Viertens, die vorliegende Studie hat die bekannten Nachteile eines retrospektiven
Studiendesigns wie die geringe Eignung bei selten auftretenden Expositionen (hier: S I, Dewar
I, Rotterdam 1) und die Anfélligkeit fur Bias. Auf dem retrospektiven Weg konnen letztlich
keine abschlieRenden Beweise flr einen Zusammenhang gefunden werden, sondern nur eine
empirische Evidenz zur Untermauerung der Hypothesen. Jedoch sprechen die Mdglichkeit der
Analyse mehrerer Expositionen (hier: die sechs Prognoseparameter) und der (berschaubare
zeitliche Rahmen sowie der Kostenfaktor fur dieses Studiendesign [142-143]. Eine
abschlieRende Bewertung der histopathologischen Parameter hinsichtlich Ihres prognostischen

Aussagewertes ermdglicht jedoch nur eine groRe randomisierte, prospektive klinische Studie.

Die Stirke der vorliegenden Studie liegt in der hoch standardisierten monozentrischen
Erfassung einer breiten Palette von histopathologischen Parametern sowie der Betreuung aller
Patienten von der Primartumor-Exzision Uber die histopathologische Befundung bis zur
Nachsorge durch wenige spezialisierte wie erfahrene Mitarbeiter der Universitats-Hautklinik.
Des Weiteren identifizierten wir mittels kausaler Graphen funf wesentliche Confounder und
adjustierten fur diese im Cox-Modell. Dies reduzierte, wie in Tabelle 12 unter 4.2.1 zu sehen,
bei jedem einzelnen erfassten Parametern deutlich die Effektschétzer und verhinderte somit eine
Uberschitzung des untersuchten Risikos. Zuletzt analysierten wir als eine von bis dato sehr
wenigen Studien fir TPD und Korngrél3e die Risikozunahme bei einem Inkrement um 500um.
Dies lieferte ausgesprochen prazise SchatzmaBe und ist eine nutzliche Ergénzung zu den
jeweiligen Klassifikationen, welche vor allem in SI-1I und Rotterdam I-11 aufgrund niedriger

Patienten- / Ereigniszahlen nur eine eingeschrankte Prognosepradiktion ermdglichen.
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5.4 Vorschlag fur ein Routineprotokoll zur SLK-Begutachtung

(modifiziert nach Murali et al. 2009, Figure 1 [120])

Materialien:
e Ein Minimum an 20 représentativen histologischen Schnitten in den Farbungen
Hématoxylin-Eosin, MelanA und HMBA45 je entnommenen SLK
o Lichtmikroskop mit der Fahigkeit der Messung metrischer Daten
e Datenblatt fur die erhobenen Befunde (maximale Messwerte pro SLK), bei Entnahme

von > 2 SLK zdhlt der maximale Wert pro Patient

Messwerte:

A) Sentinel-LK-Status: SLK-Befall durch Melanomzellen in mindestens einem Schnitt: ja/nein

B) quantitative Tumorparameter:
1) TPD als kontinuierliche Variable in um
2) TPD als S-Klassifikation: I (<300 pm), IT (300 - 2000 pm), 111 (> 1000 pm)
3) Durchmesser des groBten Tumorzellhaufens als kontinuierliche Variable in um
4) GroBter Tumorzellhaufen als Rotterdam-Klassifikation:
I (<100 pm), 11 (100 — 1000 pm), 1 (> 1000 pm)

C) qualitative Tumormale:
1) Mikroanatomische Lokalisation nach Dewar:
| (subcapsular), Il (combined), Il (parenchymal), IV (multifocal), V (extensive)
2) Kapselinfiltration: ja/nein

3) Extrakapsulare Tumorausbreitung: ja/nein
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6. Zusammenfassung

Es ist allgemeiner Konsens, dass kein einzelner histologischer Parameter die Konfiguration des
Tumorbefalls im SLK sowie die Prognose der Patienten vollstandig wiederspiegelt. Wir fanden,
dass der SLK-Status (Melanom-Befall ja/nein), S-Klasse Ill, Rotterdam-Klasse Il und die
extrakapsulare Ausbreitung die starkste prognostische Aussagekraft beziglich lokalrezidivfreien
(LRFS) und gesamtrezidivfreien Uberlebens (DFS) haben. Die Kapselinfiltration lieferte primar
eine Aussage zum LRFS, sekundar zum DFS. Die 500 pm Inkremente von TPD und
nachgeordnet der KorngréRe zeigten hochprazise Effektschatzer, welche bei der Identifikation
von Patienten mit guter Prognose einen entscheidenden Beitrag leisten konnten. Die Dewar-
Klassifikation ist aufgrund ihrer vielen indistinkten Klassen fiir die Routinebegutachtung
ungeeignet. Ihre prognostische Kraft, vor allem in Dewar V-V, ist hoch, aber unprazise und
kann durch die ebenso hohen, aber praziseren Effektmalle von S Il und Rotterdam Il
weitgehend ersetzt werden. Die PosNCutRate und das postulierte 3D-Modell der
Tumorarchitektur verbesserten die Prognosepradiktion nicht.

Die hier untersuchten Parameter und Klassifikationen sind jedoch bisher nur Modelle firr das
Metastasierungsgeschehen und bilden die Wirklichkeit sicher nicht optimal ab. Ausgedehnte
Befunde mit entsprechend hoher Einordnung in den Klassifikationen zeigen scheinbar eine
schlechte Prognose an, wohingegen ein Nachweis eines protektiven Effektmalies fiir die Félle in
den ,,niedrigen Klassen* ausbleibt. Diese sind jedoch den ,hohen Klassen* nicht exakt
entgegengestellt und die statistische Aussagekraft ist aufgrund der deutlich geringeren Zahl an
Fallen wie Ereignissen hier deutlich kritischer zu hinterfragen. Es miisste die Fallzahl erhéht
werden, dadurch ist aber die Homogenitat der Studie in Gefahr. Hier kann das Inkrement an
TPD bzw. KorngroRRe eine nitzliche Zusatzinformation bieten und sollte in Zukunft haufiger

ermittelt werden.

Eine weitere wichtige Ergadnzung brachte die Anwendung der kausalen Graphen (DAGS) in der
statistischen Analyse. Nach der Adjustierung fur die hierdurch identifizierten Confounder zeigte
sich in allen getesteten Féllen ein deutlicher Zugewinn an Trennscharfe. So wurde in allen
Fallen eine Uberschatzung des untersuchten Risikos verhindert. DAGs sowie konsekutiv die
multivariable statistische Analyse sollten somit fester Bestandteil jeder vergleichbaren Studie

sein.

Fur eine zukinftige optimale Prognosepradiktion ist eine Zusammenfassung von

Prognoseparametern zu empfehlen, die einfach, reproduzierbar und von hohem prédiktiven
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Wert sind. Dabei sollten sowohl klinische (Alter, Geschlecht), Primartumor- (Breslow-Index,
Ulzeration, Mitosen) als auch SLK-Daten mit erwiesenem prognostischen Nutzen
zusammengefihrt werden. Einzelne Scores [70,144-145], Modelle [76,146-147] und
Flussdiagramme [148-149] sind bereits publiziert. Deren Einsatzfahigkeit ist aber umstritten, da
sie meistens anhand selektiver Patientenkollektive extrapoliert und damit nicht allgemeingultig
sind. Um dies sicherzustellen, bedarf es in Zukunft einer Validierung in groRen, prospektiv
randomisierten Studien. Bis diese Fragen endgultig beantwortet sind, sollte vorerst die

maximale nutzbringende Zahl an histologischen Parametern erhoben werden.

Unsere Resultate zeigen, dass die grundliche histologische Evaluation des Sentinel-
Lymphknotens wichtige Aussagen zum lokalrezidivfreien- und krankheitsfreien Uberleben
liefert. Diese konnten somit als Grundlage bei individuellen Therapieentscheidung, von
Nachbeobachtungsintervallen und nicht zuletzt als Einschlusskriterien fiir Kklinische Studien
fungieren.
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8. Thesen

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Patienten mit Sentinel-Lymphknoten-(SLK)-Mikrometastasen waren haufiger Ménner
und wiesen dickere, am Stamm lokalisierte Primartumoren mit héherem Clark-Level,
Ulzerationen und Regression auf.

Der hé&ufigste histologische Subtyp der Patienten mit SLK-Mikrometastasen war das
nodulare Melanom, der von SLK-negativen Patienten das superfiziell spreitende
Melanom.

Eine Pradiktion des lokalrezidivfreien- (LRFS) und des krankheitsfreien Uberlebens
(DFS) von Melanompatienten anhand histopathologischer Parameter des SLK ist
prinzipiell méglich.

Der SLK-Status (Melanombefall ja/nein), die S-Klasse Ill, die Rotterdam-Klasse Il
und die extrakapsuldre Ausbreitung haben einen starken unabhangigen, negativ-
prognostischen Einfluss auf das LRFS sowie das DFS.

Der intrakapsulare Befall ist ein unabhéngiger, negativ-prognostischer Marker primar
des LRFS, sekundér des DFS.

Die 500um-Inkremente der Tumoreindringtiefe (TPD) und der Korngréfe sind
hochprézise Effektschatzer, welche bei der Identifikation von Patienten mit guter
Prognose einen entscheidenden Beitrag leisten konnten.

Die Dewar-Klassifikation ist aufgrund lhrer vielen indistinkten Klassen fur die
Routinebegutachtung des SLK ungeeignet.

Anzahl tumorbefallener histologischer Schnitte

Die PosNCutRate ( ) und das postulierte

Anzahl histologischer Schnitte gesamt

3D-Modell der Tumorarchitektur (s.u.) verbesserten die Prognosepradiktion nicht.

T (maximaler Diameter X des grofiten Korns
maximaler Diameter Y (90° zu X)

" ) * (PosNCutRate)>

Die Gewichtung der prognostischen Parameter untereinander mittels C-Statistik ergab

keine verwertbaren Resultate.

10) Die Verwendung von kausalen Graphen (DAGs) kann dabei helfen, die

Wechselwirkungen der einzelnen Parameter mathematisch besser abzubilden und

mdgliche StérgrélRen zu identifizieren.

11) Die Adjustierung fir 5 Storgroen im multivariablen Cox-Modell resultierte fur alle

getesteten Parameter in einer Reduzierung der Schatzwerte und damit einer

Verhinderung der Uberschatzung des betrachteten Risikos.
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Thesen

12) Die statistischen Resultate fiir Patienten mit niedrigen Stadien sind aufgrund der
deutliche geringeren Patientenanzahl und zugleich der stark eingeschrankten
Ereignisdichte deutlich kritischer zu hinterfragen als fur Patienten in hohen Stadien.

13) Kein einzelner der getesteten histopathologischen Parameter bildet die Prognose der
Patienten vollstandig ab. Die Kombination statistisch validierter Parameter des SLK
zusammen mit klinischen- (Alter, Geschlecht) und Priméartumordaten (Breslow-Index,
Ulzeration, Mitosen) kann bei der Definition eines kiinftigen
Untersuchungsalgorithmus, der sowohl zeitrationell als auch diagnostisch treffsicher

sein soll, helfen.
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