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1. Einleitung
1.1. Das maligne Melanom

Der Begriff malignes Melanom (von altgriechisch péAag ,schwarz®) bezeichnet
den sogenannten schwarzen Hautkrebs, einen hochgradig bdsartigen Tumor der
Melanozyten, also der Pigmentzellen der Haut. Durch Entartung der Melanozyten
kommt es zur ungehemmten Vermehrung. Nach initial horizontaler Ausbreitung
wachsen Melanome in vertikaler Richtung (Breslow 1970, LeBoit et al. 2006).
Neben der Haut kann das maligne Melanom auch andere Organe und Gewebe
befallen (z.B. Auge, Anus, Schleimhdute und ZNS). Das Melanom ist ein sehr
aggressiver Hauttumor, der mit friiher Metastasierung und schneller Progression
einhergeht, sobald er metastasiert ist (Balch et al. 2009). Hierbei metastasiert der
Tumor in 2/3 der Falle priméar lymphogen, weshalb der Lymphknotenstatus, wie
bei vielen anderen Malignomen, von hoher prognostischer Bedeutung ist (Garbe
und Schaumburg-Lever 1997).

Im Jahre 2016 erkrankten etwa 23.000 Menschen in Deutschland an einem ma-
lignen Melanom, wobei die Inzidenz stetig steigt. Das Melanom ist die vierth&au-
figste maligne Neoplasie der Frau und die funfthaufigste maligne Neoplasie des
Mannes. Das mittlere Erkrankungsalter lag 2016 fur Frauen bei 60 Jahren und
fur Manner bei 68 Jahren. Es sterben mehr Menschen pro Jahr an Melanomen
als an allen anderen Hautkrebsarten zusammen. Insgesamt ist das Melanom fur
1% der Krebstodesfalle verantwortlich. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Mela-
nompatienten lag bei 93% fur Frauen und bei 91% fur Manner. (Robert-Koch-
Institut 2019)

Als Risikofaktoren gelten neben genetischer Pradisposition, eine starke UV-Ex-
position vor allem in der Kindheit, ein heller Hautton, helle Haarfarbe, eine hohe
Anzahl an Navi, eine Schwachung des Immunsystems, eine Storung von DNA-
Reparaturmechanismen (Xeroderma pigmentosum) und eine hohe Anzahl an

Sonnenbréanden (World Health Organization).

Klinisch-histologisch wird das kutane Melanom in 4 Subtypen unterteilt: Das su-
perfiziell spreitende Melanom (SSM), das nodulare Melanom (NM), das lentigo



maligna Melanom (LMM) und das akrolentiginése Melanom (ALM), wobei das
SSM mit 57,4% den am haufigsten vorkommenden Subtyp darstellt. Von den ku-
tanen Melanomen unterscheidet man die Gruppe der nicht-klassifizierbaren Me-
lanome, zu denen man die Aderhaut-, Schleimhaut-, Hirnhaut-, und die okkulten
Melanome zahlt (Garbe und Schaumburg-Lever 1997, LeBoit et al. 2006).

Eine wichtige Methode zur einheitlichen Einteilung von Melanomen ist, wie bei
vielen anderen Malignomen auch, die TNM-Klassifikation. Die in dieser Studie
betrachteten Patienten wurden nach der AJCC-Klassifikation Version 7 von 2009
eingeteilt (Balch et al. 2009) (Tab. 1-4). Mittlerweile gibt es eine neue AJCC-Klas-
sifikation (Gershenwald et al. 2017), die seit 01.01.2018 von der aktuellen S3-
Leitlinie zur Einteilung des malignen Melanoms empfohlen wird. Diese wird aller-
dings, aufgrund ihrer vergleichsweise geringen Neuerungen fir die Stadien I-1
im Vergleich zur Klassifikation von 2009, fir die hier observierten Patienten nicht
dargestellt (Leitlinienprogramm Onkologie 2020). In dieser Arbeit werden ledig-
lich die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der hier betrachteten Patienten gelten-
den und angewandten Richtlinien zur TNM-Klassifikation sowie die damals gel-
tende nationale Leitlinie zum malignen Melanom dargestellt und diskutiert (Balch

et al. 2009, Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Tab. 1: T-Klassifikation des Primartumors (AJCC 2009)

T-Klassifikation Tumordicke Weitere prognostische Parameter
Tis Melanoma in situ, keine Tumorinvasion
TX Keine Angabe Stadium nicht bestimmbar *
a: ohne Ulzeration, Mitosen <1/mmz2
T < 1,00 mm b: mit Ulzeration oder Mitoserate 21/mm? **
T2 1,01-2,00 mm a ohne Ulzer_ation
b: mit Ulzeration
T3 2 01-4.00 mm a ohne UIzer-ation
b: mit Ulzeration
T4 > 4,00 mm a: ohne Ulzeration

b: mit Ulzeration

* Fehlen einer Bestimmung der Tumordicke und/oder Ulzeration oder unbekannter Prim&rtumor
** Die Bestimmung der Mitoserate erfolgt am HE-Schnitt
vgl. Balch et al. 2009



Tab. 2: N-Klassifikation der regionaren Lymphknoten (AJCC 2009)

N-Klassifikation Zahl metastatisch befallener LK
N1 1LK
N2 2-3 LK

2 4 LK oder verbackene Lymphknoten
oder Satelliten oder In-transit-Metasta-
sen mit regionérer Lymphknotenbeteili-

gung

N3

Ausmalf der LK-Metasta-
sierung

a: mikroskopisch nodale Me-
tastase *

b: makroskopisch nodale
Metastase

a: mikroskopisch nodale Me-
tastasen *

b: makroskopisch nodale
Metastasen

c: Satellit(en) oder In-transit-
Metastase(n) ohne regionare
Lymphknotenmetastasen

* Der Nachweis einer Mikrometastasierung ist auch das Auffinden einer einzelnen Zelle, die immunhis-
tochemisch positiv reagiert. Diese Féalle sollten extra gekennzeichnet werden.

LK: Lymphknoten
vgl. Balch et al. 2009

Tab. 3: M-Klassifikation der Fernmetastasen (AJCC 2009)

M-Klassifikation Art der Fernmetastasierung LDH

Metastasen in Haut, Subkutis oder Lymphknoten jenseits

Mla - normal
der regiondren Lymphknoten

M1b Lungenmetastasen normal
Fernmetastase(n) anderer Lokalisation normal
oder

Mlc

Fernmetastase(n) jeder Lokalisation mit erhéhten Serum- = erhoht

werten der Laktatdehydrogenase (LDH)

LDH: Laktatdehydrogenase
vgl. Balch et al. 2009



Tab. 4: AJCC-Stadieneinteilung des malignen Melanoms (AJCC 2009)

Regionare LK-Metasta-

tadi Priméart T F tast M
Stadien rimartumor (pT) sen (N) ernmetastasen (M)
0 in-situ-Tumore keine keine
1A Tla keine Keine
B Tib keine keine
T2a keine keine
A T2b keine keine
T3a keine keine
B T3b keine keine
T4a keine keine
IIC T4b keine keine
1A T1-4a Nla, N2a keine
B T1-4a N1b, N2b, N2c keine
T1-4b Nla ,N2a
T1-4b N1b, N2b, N2c .
11[®: jedes T N3 keine
\ jedes T jedes N M1

LK: Lymphknoten
vgl. Balch et al. 2009

1.2. Die Wéachterlymphknotenbiopsie

Das maligne Melanom wachst in der frihen Krankheitsphase zunachst horizon-
tal, beginnt jedoch nach einer variablen Zeit sich vertikal auszubreiten. Die Mes-
sung der vertikalen Tumordicke hat sich als wichtiger prognostischer Faktor er-
wiesen und wird jeher als Tumordicke nach Breslow in Millimetern angegeben
(Breslow 1970). Ab einer Tumordicke nach Breslow von 21,00 mm, empfiehlt die
S3-Leitlinie fur das maligne Melanom eine Entnahme des sogenannten Wach-
terlymphknotens (engl. sentinel node, SN). Bei Vorliegen von Risikofaktoren (Al-
ter <40 Jahre, Ulzeration vorhanden, erhthte Mitoserate) wird eine Wach-
terlymphknotenentnahme bereits ab einer Tumordicke von 0,75 mm empfohlen

(Leitlinienprogramm Onkologie 2013, Eigentler et al. 2017).



Als Wachterlymphknoten wird jener Lymphknoten bezeichnet, der als erster das
Lymphabflussgebiet des Tumors drainiert (Morton et al. 1992). Die Markierung
des SN erfolgt heutzutage in zwei Schritten. Zuerst werden mittels einer praope-
rativen Lymphabflussszintigraphie 99mTc-markierte Nanokolloide um den Pri-
martumor bzw. dessen Exzisionsnarbe injiziert. Im zweiten Schritt wird der Tumor
bzw. dessen Exzisionsnarbe unmittelbar praoperativ mit Patent-Blau oder Isosul-
fan-Blau umspritzt. Sowohl das radioaktiv markierte Nanokolloid als auch das
Patent- bzw. Isosulfan-Blau gelangen nun tber die Lymphbahnen in den ersten
Lymphknoten, der das Hautgebiet des Primarmelanoms drainiert. Dort lagern sie
sich an und markieren somit den gesuchten Wachterlymphknoten farblich bzw.
radioaktiv. Intraoperativ kann dieser nun visuell und mittels einer Gamma-Sonde
identifiziert werden. So konnte in Studien in bis zu 99,1% der Félle der SN richtig

erkannt werden (Morton et al. 1999).

Nachdem der Wéachterlymphknoten identifiziert und entnommen wurde, folgt die
histopathologische Untersuchung des Knotens auf Hinweise fur eine Metastase
des Primartumors. Hierzu wird der Lymphknoten formalin-fixiert, mittels einer Ha-
matoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) angefarbt und mikroskopiert. Zuséatzlich
werden immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt, da sich zeigte,
dass bei alleiniger HE-Farbung nicht selten eine Lymphknotenbeteiligung Uber-
sehen wird, zumal isolierte Tumorzellen und Mikrometastasen mit dieser Me-
thode kaum detektierbar sind (Messina et al. 1999, Baisden et al. 2000). Die im-
munhistochemischen Farbungen umfassen Antikérper gegen S100 und gp100
(HMB-45). Hiermit gelingt es, auch kleinere Tumorzellverbande oder sogar ein-

zelne Tumorzellen anzufarben bzw. darzustellen.

Die HMB-45-Féarbung benutzt Antikbrper, um pramelanosomale Proteine (gp100)
anzufarben. Diese kdnnen jedoch in Melanom-Zellen fehlen, wodurch die HMB-
45-Farbung wenig sensitiv ist. Ihre Spezifitat fur das maligne Melanom ist aller-
dings sehr hoch (Ulmer et al. 2014).

Das S100-Protein ist in unterschiedlichen Zellen des Koérpers nachweisbar. Ne-
ben den Melanozyten findet man es auch in Zellen des Nervensystems (haupt-

sachlich in Glia- und Schwannzellen), Knorpelzellen, dendritischen Zellen der



Lymphknoten und in den Langerhans-Zellen der Epidermis. Dadurch ist die Spe-
zifitat der Farbung eingeschrankt (Cochran et al. 1984, Kleine et al. 2003). Ihre
Sensitivitat ist jedoch hoher als die der HMB-45-Farbung (Messina et al. 1999,
Zubovits et al. 2004).

In der Universitatsklinik Tubingen wird jeder entnommene SN sowohl klassisch
mittels HE-Farbung, als auch immunhistochemisch per S100- und HMB-45-Far-
bung untersucht. Weist der untersuchte SN in einer der Untersuchungen Hin-
weise auf eine Metastase des malignen Melanoms auf, erfolgte bis zu den An-
passungen der Leitlinien an die negativen Ergebnisse der prospektiven MSLT-II
und der DeCOG-SLT Studien 2016/2017 anschliel3end eine therapeutische
Lymphknotendissektion der drainierenden Lymphknotenregion (Leiter et al.
2016, Faries et al. 2017). Boten sowohl die HE-Farbung als auch die immunhis-
tochemischen Untersuchungen keinen Anhalt fir eine Melanom-Metastase,

wurde auf eine komplettierende radikale Lymphknotendissektion verzichtet.

1.3. Die Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie

Die Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie (LDI) ist ein innovatives im-
munzytologisches Verfahren zur Detektion einzelner Melanom-Zellen in Wé&ch-
terlymphknoten von Melanompatienten, welches in Tubingen entwickelt wurde.
Hierbei wird der unfixierte SN in 1 mm grof3e Stiicke geschnitten, mechanisch
von einem rotierenden Messer disaggregiert, in vielen Einzelschritten prapariert
und mittels Neubauer Z&hlkammer gezahlt (Ulmer et al. 2014). Schlief3lich wer-
den je 1.000.000 Zellen mit Antikdrpern gegen gp100 (HMB45) und Melan A an-
gefarbt (UImer et al. 2005). Nach Auszahlung der gp100- bzw. Melan A positiven,
also angefarbten Zellen, wird das Ergebnis in Form der ,disseminated cancer cell
density‘ (DCCD) angegeben. Die DCCD gibt die Anzahl der gp100-positiven Zel-

len pro eine Million Lymphknotenzellen an (Ulmer et al. 2014).

Dieses Verfahren wird in der Universitats-Hautklinik Tubingen seit 2008 nach
Mdglichkeit bei jedem SN, zusatzlich zur konventionellen histopathologischen

Aufarbeitung, durchgefuhrt. Der entnommene SN wird l&ngs in der Mitte geteilt.



Eine Halfte wird konventionell mikroskopisch (HE-, S100-, HMB-45-Farbungen),
die andere Halfte disaggregiert und immunzytologisch mit der LDI untersucht.
Sollte der SN fiir eine Langsteilung zu klein oder nicht eindeutig von anderem
lymphatischem Gewebe differenzierbar sein, wird das gesamte lymphatische Ma-
terial an die Histopathologie gesendet. Wahrend der Untersuchung des SN wer-
den die jeweiligen Untersucher nicht Giber das Ergebnis der jeweils anderen Un-
tersuchungsmethode informiert, um einen diagnostischen Bias zu vermeiden (UI-
mer et al. 2005). Ulmer et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass eine DCCD >
0/Mio. mit einem erhdhten Sterberisiko einhergeht und dass die DCCD ein stér-
kerer Pradiktor fir das melanom-spezifische Uberleben ist als der konventionelle

histopathologische Lymphknotenstatus (Ulmer et al. 2005).

1.4. Prognostische Faktoren

Das American Joint Committee on Cancer (AJCC) untersuchte 2009 insgesamt
30.946 Patienten mit Melanomen der Stadien I,Il und 11l und 7972 Patienten mit
Stadium IV, um die bekannten klinischen prognostischen Faktoren als Grundlage
fur die TNM-Klassifikation zu verifizieren und andere Faktoren auf ihre prognos-
tische Aussagekraft zu untersuchen (Balch et al. 2009). Die gewonnenen Er-
kenntnisse fuhrten zu einer Neuordnung der TNM-Klassifikation des malignen
Melanoms. Diese Klassifikation war die Basis fur die nationale S3-Leitlinie (Leit-
linienprogramm Onkologie 2013) nach deren Mal3gabe diese Kohorte behandelt

wurden.

Neben den klassischen prognostischen Faktoren wie vertikale Tumordicke nach
Breslow, Lymphknotenstatus und Fernmetastasierung wurden auch andere, we-
niger offensichtliche, Risikofaktoren in der AJCC-Klassifikation beriicksichtigt. So
flossen im Stadium T1 die Mitoserate und in die Stadien T1-4 das Vorhandensein
einer Ulzeration mit in das Grading ein. Im Stadium IlI spielt neben der Metasta-
sierung des angrenzenden Lymphsystems auch die Ausbildung von Satelliten-

und In-Transit-Metastasen eine Rolle. Im Stadium IV wurde neben den von der



Fernmetastasierung betroffenen Organen die Hohe der Laktatdehydrogenase

(LDH) als relevanter prognostischer Faktor beriicksichtigt (Balch et al. 2009).

Der wichtigste prognostische Faktor war und ist jedoch die Tumordicke nach Bre-
slow. Diese bezeichnet die vertikale Ausbreitung des Primartumors und wird am
histopathologischen Resektat bestimmt. Ihre prognostische Relevanz rihrt da-
her, dass Melanome in ihrer horizontalen Wachstumsphase nur selten zur Meta-
stasierung neigen. Sobald sie jedoch in das vertikale Wachstum eintreten, nimmt
die Gefahr einer Metastasierung mit zunehmender Dicke zu (Breslow 1970, Bre-
slow et al. 1995). Die vertikale Tumordicke nach Breslow ist definiert als der Ab-
stand zwischen Stratum granulosum und den tiefsten ins Gewebe infiltrierenden
Zellen, und wird in Millimetern angegeben. Die AJCC-Klassifikation von 2009 teilt
die Tumordicke nach Breslow in 4 Gruppen ein (Tab. 1). Die 10-Jahres-Uberle-
bensrate liegt bei Melanomen mit einer Tumordicke unter einem Millimeter bei
95%, bei solchen mit einer Tumordicke Uber vier Millimeter sinkt diese auf 50%
(Balch et al. 2009).

Neben der Tumordicke werden noch weitere histologische Merkmale des Primar-
tumors zur Bewertung der Prognose herangezogen. Hierzu gehort die Neigung
des Tumors zu ulzerieren. Das Vorhandensein einer Ulzeration, also eines Ge-
webedefekts der Epidermis, welche Teile des Primartumors bedeckt, wird mikro-
skopisch von Dermatohistopathologen am Tumorresektat Uberprift. Man hat
festgestellt, dass Primartumoren, die ulzeriert sind, mit einer héheren Wabhr-
scheinlichkeit in den Wachterlymphknoten metastasieren (McMasters et al. 2001,
Karakousis et al. 2006, Testori et al. 2009, Kunte et al. 2010, Yonick et al. 2011).
Das Vorhandensein einer Ulzeration des Primartumors ist also ein wichtiger
Prognosefaktor fiir die Metastasierung und damit fiir das Uberleben der Patienten
(Balch et al. 2001, Balch et al. 2009, Amin et al. 2017, Gershenwald et al. 2017).

AulR3erdem hat auch das Invasionslevel nach Clark prognostische Bedeutung,
insbesondere bei diinnen Melanomen (Balch et al. 2001). Clark unterteilt die In-
vasion in funf Level, wobei sich die vertikale Invasion des Melanoms mit zuneh-
mendem Level erhoht, bevor es in Level V nach Clark bis in die Subkutis reicht.

Im Level IV liegt eine Invasion des Stratum reticulare vor, die Subkutis ist jedoch



noch nicht betroffen (Clark et al. 1969). In den Empfehlungen der AJCC von 2009
fand das Clark-Level jedoch kaum noch Anwendung. Stattdessen wurde im
Normallfall die Mitoserate bestimmt, um dinne Melanome zu unterteilen. Nur
wenn die Bestimmung der Mitoserate uneindeutig war, wurde das Clark-Level
herangezogen, um Melanome des Stadiums T1lb zu definieren (Balch et al.
2009).

Bei Melanomen <1 mm Tumordicke wurde die Mitoserate als histopathologischer
Faktor herangezogen, um sie zu unterteilen. Sie hat Einfluss auf das Ergebnis
der Wachterlymphknotenbiopsie und damit auf die Prognose (Azzola et al. 2003,
Kesmodel et al. 2005). Die Mitoserate wird in der Einheit 1/mm? angegeben und
bezeichnet die Anzahl mikroskopisch detektierbarer Mitosen pro Quadratmillime-
ter Tumorresektat. Ab einer Mitoserate von =1/mm? erfolgte in der TNM-Klassifi-
kation von 2009 eine Hochstufung diinner Melanome von Tla auf T1b (Balch et
al. 2009). In der neuesten AJCC-Klassifikation von 2017 findet die Mitoserate zur
TNM-Klassifikation von malignen Melanomen keine Bericksichtigung mehr
(Gershenwald et al. 2017).

Bei Melanomen des Stadiums IV wird der Serumspiegel der Laktatdehydro-
genase (LDH) herangezogen, um die Stadien der Fernmetastasierung des Mela-
noms genauer zu definieren. So wird ein metastasiertes Melanom, unabhangig
von der Lokalisation der Metastasierung, automatisch als M1c klassifiziert, so-
bald die LDH erhoht ist (Tab. 3). Die Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, wel-
ches einen Schritt der Glykolyse, also der Energiegewinnung der Zellen, kataly-
siert und somit in jeder Zelle des menschlichen Kérpers vorkommt. Ihre Bedeu-
tung als Tumormarker erlangt die LDH dadurch, dass sie bei tibermaRigem Zell-
sterben, zum Beispiel durch Hamolyse, aber eben auch durch eine Tumorerkran-
kung, im peripheren Blut messbar ansteigt. In der grof3 angelegten AJCC-Studie
von 2009 konnte gezeigt werden, dass Patienten mit M-Stadium M1a bzw. M1b,
also Patienten mit metastasiertem Melanom, jedoch ohne LDH-Erh6hung, ein
Ein-Jahres-Uberleben von 62% (M1a) beziehungsweise 53% (M1b) hatten. Sol-
che mit M-Stadium M1c, also mit Fernmetastasen an soliden Organen oder mit
LDH-Erh6éhung, hatten jedoch nur ein Ein-Jahres-Uberleben von 33% (Balch et
al. 2009). Das AJCC schlie3t daraus, dass eine LDH-Erhohung einen



zusatzlichen Risikofaktor fir Patienten mit einem Stadium IV Melanom darstellt
(Balch et al. 2009, Gershenwald et al. 2017).

Bisher keine Berticksichtigung in der TNM-Klassifikation des malignen Melanoms
findet die Regression des Primarmelanoms. Auch diese lasst sich durch Derma-
tohistopathologen in der Untersuchung des Tumorresektates feststellen. lhre Er-
hebung im Rahmen der histopathologischen Untersuchung des Primarmelanoms
wird seit einiger Zeit empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie 2013, Eigentler
etal. 2017, Leitlinienprogramm Onkologie 2020). Als Regression bezeichnet man
die entziindliche Immunantwort des Kérpers auf das Melanom, wobei der Tumor
mit einem lymphozytenreichen Infiltrat durchsetzt wird. Aus dieser lymphozytaren
Entziindung resultiert eine Regressionszone, bestehend aus Fibrose, einem ver-
strichenen Reteleistenrelief sowie Melanophagen. In dieser Regressionszone
wird der Tumor in kleine Sticke isoliert und von den Abwehrzellen attackiert
(Guitart et al. 2002, Kaur et al. 2008, Burton et al. 2011, Leitlinienprogramm On-
kologie 2020). Es existieren widerspruchliche Forschungsergebnisse zum Ein-
fluss der Regression auf die Prognose von Melanompatienten (Mandala et al.
2009, Burton et al. 2011, Ribero et al. 2013, Ribero et al. 2019). Einige Autoren
berichten von einer Assoziation zwischen dem Vorliegen einer Regression und
negativem Lymphknotenstatus (Kaur et al. 2008, Morris et al. 2008, Ribero et al.
2015 und 2016).

Ein weiterer haufig in der histopathologischen Untersuchung erhobener Faktor
von Melanomen, der jedoch bisher ebenfalls keine Beachtung in der TNM-Klas-
sifikation findet, ist die Navusassoziation. Diese gibt an, ob ein Melanom auf dem
Boden eines melanozytaren Navus entstanden ist oder ob es sich ,de novo' auf
regularer Haut entwickelt hat. Das Vorhandensein einer Navusassoziation lasst
sich, je nach Studie, in ganz unterschiedlicher Haufigkeit feststellen (4-72%) und
ihr prognostischer Wert ist umstritten (Rhodes et al. 1983, Stolz et al. 1989, Sken-
der-Kalnenas et al. 1995, Massi et al. 1999, Kaddu et al. 2002, Bevona et al.
2002, Haenssle et al. 2016). Ihre Erhebung wird ebenfalls seit einiger Zeit von
den geltenden nationalen Leitlinien empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie

2013, Eigentler et al. 2017, Leitlinienprogramm Onkologie 2020).
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Auch das Differentialblutbild findet keine Beachtung in der TNM-Klassifikation
von 2009 (Balch et al. 2009), obwohl bekannt ist, dass inflammatorische Pro-
zesse die Genese, Metastasierung und Progression solider Tumoren beeinflus-
sen konnen (Coussens und Werb 2002, Hanahan und Weinberg 2011, Gabrilo-
vich et al. 2012, Diakos et al. 2014). Auch beim malignen Melanom konnte ein
Zusammenhang zwischen der Prognose von Melanompatienten und der Héhe
bestimmter Differentialblutbild-Parameter nachgewiesen werden. So scheinen
hohe neutrophile Granulozyten und eine hohe Neutrophilen-zu-Lymphozyten-
Ratio (NLR) mit einer Tumorprogression unter Immuntherapie bei AJCC-Stadium
IV Patienten assoziiert zu sein (Schmidt et al. 2005 und 2007, Cananzi et al.
2014, Rochet et al. 2015). Aul3erdem gibt es zunehmende Evidenz, dass perip-
here Blutzellen Einfluss auf die Wirksamkeit von Immuncheckpoint-Inhibitoren
und damit auf die Prognose von Melanompatienten in fortgeschrittenen Tu-
morstadien haben (Gebhardt et al. 2014, Larkin et al. 2015, Ferrucci et al. 2016,
Weide et al. 2016, Martens et al. 2016).
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1.5. Fragestellung

Das maligne Melanom ist in Deutschland mit rund 23.000 Neuerkrankungen pro
Jahr die dritthaufigste maligne Neoplasie der Haut und die Inzidenz nimmt stetig
zu. AulRerdem sterben mehr Menschen pro Jahr an Melanomen als an allen an-
deren Hautkrebsarten zusammen (Robert-Koch-Institut 2019). Deshalb ist es
umso wichtiger die prognostischen Faktoren zu erkennen und zu verstehen. So
kann das Melanom im Einzelfall richtig eingeschatzt werden, um Patienten mit
reduzierter Prognose frihzeitig identifizieren und anschliel3end geeignet thera-

pieren zu konnen.

Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit 1475 Patienten retrospektiv untersucht,
die in den Jahren 2010 bis 2015 im Zentrum fir Dermatoonkologie der Universi-
tats-Hautklinik Tibingen eine SNB aufgrund eines Melanoms erhielten oder daftr

geplant waren. Der weitere Krankheitsverlauf wurde bis Juli 2018 beobachtet.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung Klinischer, hamatologischer und
histopathologischer Faktoren des malignen Melanoms im Hinblick auf ihre prog-

nostische Bedeutung.
Insgesamt wurde hierbei der Fokus auf folgende Fragestellungen gelegt:

e Hat das Differentialblutbild Einfluss auf die Prognose einer Melanom-Er-
krankung und falls ja, welche Laborwerte sind dabei von besonderer prog-
nostischer Bedeutung?

e Hat das Vorhandensein einer histopathologischen Regression im Primar-
melanom prognostische Aussagekraft und mit welchen anderen Faktoren
hangt diese zusammen?

o Stellt die Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie in der Diagnostik
eine sinnvolle Ergdnzung zur traditionellen histopathologischen Untersu-

chung des Wachterlymphknotens dar?
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2. Material und Methoden
2.1. Studienaufbau

Bei dieser Studie handelt es sich um eine monozentrische, retrospektive Kohor-
tenstudie, welche am Zentrum fur Dermatoonkologie (ZDO) des Universitatskli-
nikums Tubingen (UKT) durchgefuhrt wurde. Die der Studie zugrunde liegenden
Daten wurden durch retrospektive Auswertung der digitalen Patientenakten er-

hoben.

Die Rekrutierung des Patientenkollektivs erfolgte zunachst durch systematische
Sichtung der digitalen Operationsplane der Dermatologie des UKT aller im Zeit-
raum von 2010 bis 2015 operierten Patienten. Hierdurch konnten alle Patienten
ermittelt werden, bei denen im Zeitraum von 01. Januar 2010 bis 31. Dezember
2015 in der Dermatologie des UKT eine Exstirpation des Wachterlymphknoten
(SNB) nach Diagnosestellung eines Melanoms durchgefuhrt wurde. Hierbei wur-
den die Kriterien der deutschen S3-Leitlinie Version 1.0 zur Behandlung des ma-
lignen Melanoms beziglich der Entnahme des Wachterlymphknotens zugrunde

gelegt (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

Aulerdem wurde der weitere Krankheitsverlauf (Follow Up) der Patienten bis 12.
Juli 2018 anhand der elektronischen Krankenakten erfasst und ausgewertet, da
die meisten Patienten, gemaf} der deutschen Leitlinie zur Behandlung des malig-
nen Melanoms, regelméafiig in Tabingen zur Nachsorge erschienen oder die Er-
gebnisse der externen Nachsorge nach Tibingen Gbermittelt wurden (Leitlinien-

programm Onkologie 2013).

Im fur diese Studie relevanten Zeitraum wurde, falls moglich, bei jedem Patien-
ten, dem erfolgreich ein SN entnommen werden konnte, der SN geteilt und eine
Halfte zusatzlich zur konventionellen pathologischen Untersuchung per LDI auf

Melanom-Zellen untersucht.

Patienten mit einem histopathologisch negativen Ergebnis der Wéachterlymph-
knotenbiopsie wurden, analog zur Vorgehensweise der Universitatsklinik Tubin-
gen, klassisch als frei von Lymphknotenmetastasen (NO) gewertet und behan-

delt, unabhangig vom Ergebnis der LDI.
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2.2. Einschlusskriterien

Das Patientenkollektiv bestand aus 1475 Patienten, die in der Universitats-Haut-
klinik Tibingen zwischen 2010 und 2015 aufgrund eines kirzlich diagnostizierten
Melanoms eine Wachterlymphknotenentnahme erhielten. Als Grundlage fir die
Graduierung und Behandlung der Patienten wurden die damals geltende Klassi-
fikation des AJCC von 2009 (Balch et al. 2009) sowie die geltende nationale Leit-
linie fir das maligne Melanom (Leitlinienprogramm Onkologie 2013) verwendet.
Nach Identifizierung der SNB-Patienten wurden mit Hilfe der digitalen Patienten-

akten die Daten genau dieser Patienten eingesehen und erfasst.

Es wurden auch Patienten miterfasst, deren Primartumor laut Leitlinien eigentlich
zu dunn fur eine SNB war, bei denen auf personlichen Wunsch, oder spezifische
Empfehlung, trotzdem eine Entnahme durchgefihrt wurde.

2.3. Ausschlusskriterien

Um zumindest ein kurzes Follow Up zu ermdglichen, wurden Patienten nur er-
fasst, wenn mindestens eine dokumentierte Nachsorge-Untersuchung vorlag.
Patienten, die nie zu einer Nachsorge-Untersuchung erschienen sind wurden

ausgeschlossen.

Es wurden nur Patienten bertcksichtigt, deren Wachterlymphknoten aufgrund ei-
nes primaren Melanoms entnommen wurde. Patienten, bei denen die SNB auf-
grund einer lokalen Rickkehr eines friiheren bekannten Melanoms oder aufgrund
eines Hauttumors anderer Entitat durchgefihrt wurde, wurden aus der Datenana-

lyse ausgeschlossen.

Zur multivariablen Cox-Regressionsanalyse der einzelnen Risikofaktoren des
malignen Melanoms wurden jeweils nur diejenigen Patienten in die Analyse ein-
geschlossen, bei denen Daten zu den jeweiligen Risikofaktoren vorlagen. Lagen
zu den untersuchten Faktoren keine Daten vor, wurden die Patienten von der

jeweiligen Analyse ausgeschlossen.
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2.4. Endpunkte

Allgemein wurde das Follow Up der Patienten ab dem Datum der SNB bis zum
letzten Patientenkontakt erhoben. Zuséatzlich wurde der Eintritt der Endpunkte
,10d, erster Ruckfall und erstes Auftreten einer Fernmetastasierung“ und deren
zeitlicher Abstand zur SNB erhoben.

Die hier angefuihrten Uberlebenszeitanalysen beziehen sich entweder auf das
Ruckfallfreie Uberleben (engl. relapse-free survival, RFS) oder das Gesamtiiber-
leben (engl. overall survival, OS). Zusatzlich wurde das Fernmetastasen-freie
Uberleben (engl. distant metastasis free survival, DMFS) erhoben, jedoch wur-
den die Fernmetastasen bereits im RFS miterfasst, sodass das DMFS aus Grin-
den der Ubersichtlichkeit nicht zur Auswertung von Uberlebenszeitanalysen her-

angezogen wurde.

Als Gesamtiiberleben wird in dieser Studie die Zeit seit der SNB bis zum Tode

bezeichnet.

Als RFS wird hier das Uberleben nach der SNB bis zum Zeitpunkt eines Riickfalls
bezeichnet. Als Riickfall wurden sowohl eine Riickkehr des Primarius, lokale Me-
tastasen, In-Transit-Metastasen, als auch Fern- oder Lymphknotenmetastasen
gewertet. Als Datum des Ruckfalls wurde das exakte Datum der zweifelsfreien

Diagnose eines Rickfalls gewertet.

Als Fernmetastase wurden Metastasen in anderen Organen und Metastasen der
Haut gewertet, die sich an einer anderen Extremitat jenseits der lokoregionéren
Lymphknotenstation befanden. Als Datum wurde das Datum der zweifelsfreien

Diagnose der ersten Fernmetastase gewertet.

Im Vergleich zum OS (147 Todesfalle) war die Anzahl an statistischen Events,
die fur das RFS mal3geblich waren deutlich grosser (329 Ruckfélle). Aul3erdem
korrelierte zumindest bis in die 2010er Jahre das RFS bei malignen Melanomen
stark mit dem Gesamtuberleben. Deshalb wird es hier fir die Auswertung der
histopathologischen Regression und der Lymphknoten-Disaggregations-im-

munzytologie (LDI) als Surrogatmarker fiir die Prognose bzw. das Uberleben der
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Patienten betrachtet (Suciu et al. 2018). Lediglich die Auswertung des Differenti-
alblutbildes und die deskriptive Statistik allgemeiner Tumor- und Patientenpara-
meter (Tab. 5) erfolgte, analog zur Publikation dieser Daten von Wagner et al.
2020, nach dem Gesamtuberleben.

2.5. Datenerhebung

Die Daten der 1475 Patienten wurden mittels Microsoft Excel pseudonymisiert
tabellarisch eingetragen, wobei jedem Datensatz eine fortlaufende ID-Nummer

zugeteilt wurde.
Es wurden folgende klinische und epidemiologische Parameter erhoben:

- Patientengeschlecht

- Patientenalter

- Datum der SNB

- Ergebnis der konventionell-pathologischen Untersuchung des SN

- Hohe der DCCD

- Ergebnis einer mdglicherweise durchgefuhrten Lymphadenektomie
- Ergebnis einer Behandlung mit Interferon oder anderen Adjuvantien

- Lokalisation des Primarmelanoms

Des Weiteren wurden alle zur Verfigung stehenden histologischen Daten zum

Primarius erhoben:

- AJCC-Stadium

- Tumordicke nach Breslow

- Clark-Level

- Ulzerationsstatus

- Vorhandensein einer Regression

- Vorhandensein einer Navusassoziation.
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AulRerdem wurde die Hohe verschiedener Laborparameter inklusive des Tumor-
markers S100B, der LDH und der Zellen des Differentialblutbildes erhoben.

Bezlglich des Differentialblutbildes wurden sowohl die absolute Gesamtzahl der
Leukozyten (WBC) in 1000/ul, als auch der relative Anteil der einzelnen Differen-
tialblutbildparameter an der Gesamtzahl in Prozent erfasst. Die absoluten Zahlen
der einzelnen Leukozyten-Anteile waren ebenfalls in der Patientenakte ersicht-
lich. Diese wurden jedoch nicht erfasst, sondern aus den erfassten relativen Blut-
bildwerten errechnet, um Ubertragungsfehler zu vermeiden. Dies geschah, in-
dem der relative Wert mit dem WBC multipliziert und durch 100 geteilt wurde
(absoluter Wert = relativer Wert in Prozent x WBC /100). AufRerdem wurden Ver-
haltnisse der absoluten Anteile der Leukozyten gebildet: Die Neutrophilen-zu-
Lymphozyten-Ratio (NLR) als Verhaltnis der absolutem Neutrophilen-Zahl zur
absoluten Lymphozyten-Zahl sowie die Lymphozyten-zu-Monozyten-Ratio
(LMR) als Verhaltnis der absoluten Lymphozyten-Zahl zur absoluten Monozyten-
Zahl. Die erfassten Laborwerte basierten jeweils auf der am ersten postoperati-
ven Tag nach der lokalen Exzision des Primarmelanoms durchgefihrten Blutent-
nahme. Die Zellen des Differentialblutbildes wurden lediglich bei vollstandig vor-

handenen Werten fir alle Zellanteile erfasst.

Bezuglich der Lokalisation des Primarmelanoms wurden vier verschiedene Lo-
kalisationen unterschieden: Der Koérperstamm, die Extremitaten, Kopf und Na-
cken, sowie das Gesicht. Hierbei wurden Melanome, die peripher der Schultern
beziehungsweise Leisten auftraten als den Extremitaten zugehdrig gewertet. Als
dem Kopf zugehdrig wurden alle Melanome der behaarten Kopfhaut gewertet.
Als dem Gesicht zugehdrig gewertet wurden alle Melanome die zwischen der

Stirn, den Ohren, den Kieferwinkeln und der Prominentia laryngea lagen.

Als Endpunkte wurden der Tod sowie jeweils das erste Auftreten eines Lokalre-
zidivs oder einer Fernmetastasierung und deren jeweiliger zeitlicher Abstand
zur SNB erhoben. Zusatzlich wurde das Datum des letzten Patientenkontakts
und dessen zeitlicher Abstand zur SNB, also das Follow Up, erhoben.
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2.6. Auswertung

2.6.1. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der kommandozeilenbasierten Sta-
tistiksoftware R, Version 3.5.1. (R Core Team, 2018). Zusatzlich wurden die Pa-
kete ,survival‘, maxstat’ und ,survminer‘ zur Erstellung der Uberlebenszeitanaly-

sen eingebunden.

Fur die univariablen Uberlebenszeitanalysen wurde die Kaplan-Meier-Methode
mit dem zweiseitigen Log-rank-Test, sowie zur Erstellung der Abbildungen das
,ggplot’-Paket verwendet. Die Abbildungen wurden im vektorbasierten WMF-For-
mat gespeichert, um eine verlustfreie Darstellungsqualitat zu ermdglichen. Zur
multivariablen Analyse von Differentialblutbild, Regression und LDI in Bezug auf
das Ruckfallfreie bzw. Gesamtiuberleben wurde eine Cox-Regressionsanalyse
durchgefuhrt. Zur Berechnung von p-Werten, Hazard Ratio (HR) und 95%-Kon-
fidenzintervall (95% CI) wurde ebenfalls die Cox-Regressionsanalyse herange-
zogen. Cut-Off-Werte wurden mittels der Funktion ,maxstat.test’ errechnet, wel-
che Uber eine Minimierung des p-Wertes einen idealen Cut-Off-Wert identifiziert.
Anhand der errechneten Schwellenwerte wurden die ehemals kontinuierlichen
Variablen in zwei Zustande dichotomisiert. In der gesamten Arbeit wurden aus-
schlie3lich zweiseitige statistische Tests benutzt und p-Werte <0,05 als signifi-

kant gewertet.

Wird fUr einen bestimmten Parameter ,NA® (engl. not available) angegeben, be-
deutet das, dass der gewilnschte Parameter bei diesen Patienten nicht in der

Patientenakte ersichtlich war.

Die hier angefiihrten Uberlebenszeitanalysen beziehen sich entweder auf das
Ruckfallfreie Uberleben (RFS) oder das Gesamtiiberleben (OS).

In die Cox-Regressionsanalysen wurden jeweils nur diejenigen Patienten mit ein-
bezogen, bei denen fur den oder die untersuchten Parameter ein Wert vorhanden

war. Somit wurden jene Patienten, bei denen fur einen der untersuchten
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Parameter ein fehlender Wert angegeben war, aus den Regressionsanalysen

ausgeschlossen.

Der Datensatz, die Dissertation und alle in Ihr enthaltenen Tabellen wurden mit-
tels Microsoft Office 365 Version 18.2005.1191.0 erstellt.

2.6.2. Geschlechtergerechte Sprache

In der Dissertation wird zur Vereinfachung die gewohnte mannliche Sprachform
verwendet, wobei selbstverstandlich keine Benachteiligung des weiblichen be-
ziehungsweise diversen Geschlechts impliziert werden soll, sondern die ge-
wahlte Sprachform im Sinne der sprachlichen Vereinfachung als geschlechts-

neutral zu verstehen ist.

2.6.3. Zustimmung der Ethikkommission

Diese Arbeit stimmt mit den Bestimmungen der Helsinki-Deklaration vom 1975
und all ihren bisherigen Anderungen Uberein. AuRerdem hat die zustandige
Ethikkommission der Universitat Tubingen die Durchfiihrung dieser retrospekii-
ven Studie genehmigt (Referenz-Nummer 286/2018B02).
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3. Ergebnisse
3.1. Patientenkollektiv

Tab. 5: Deskriptive Statistik klinisch-pathologischer Hauptmerkmale und Assoziation zum Gesamt-
Uberleben

Gesamtiberleben

n % .
Hazard-Ratio (95% ClI) p-Wert
Alter [Jahren)
<50 385 26,1 1
51-60 270 18,3 1,30 (0,72-2,34) 0,39
61-70 339 23,0 1,63 (0,95-2,77) 0,074
>70 481 32,6 2,96 (1,84-4,74) <0,0001
Geschlecht
weiblich 672 45,6 1
mannlich 803 54,4 1,62 (1,15-2,28) 0,0054
Tumordicke [mm]
<1,00 177 12,0 1
1,01-2 666 45,2 1,90 (0,58-6,29) 0,29
2,01-4 404 27,4 8,45 (2,65-26,91) 0,00031
> 4,00 225 15,3 15,08 (4,71-48,23) <0,0001
NA 3 0,2 20,25 (2,10-194,80) 0,0092
Ulzeration
nein 995 67,5 1
ja 448 30,4 3,82 (2,74-5,33) <0,0001
NA 32 2,2 1,43 (0,35-5,86) 0,62
Clark-Level
I-111 148 10,0 1
v 1074 72,8 4,15 (1,32-13,09) 0,015
Vv 68 4,6 16,1 (4,80-53,98) <0,0001
NA 185 12,5 5,71 (1,71-19,06) 0,0047
Subtyp
SSM 727 49,3 1
NM 413 28,0 1,86 (1,27-2,71) 0,0014
LMM 85 5,8 1,23 (0,59-2,60) 0,58
ALM 88 6,0 2,71 (1,55-4,75) 0,00048
OTH 103 7,0 1,15 (0,57-2,34) 0,69
Fehlend 59 4,0 1,58 (0,72-3,47) 0,26
Lokalisation
Extremitaten 652 44,2 1
Kérperstamm 580 39,3 1,64 (1,14-2,36) 0,0082
Kopf und Nacken 154 10,4 1,34 (0,77-2,33) 0,30
Gesicht 89 6,0 1,52 (0,79-2,93) 0,21
Lymphknotenstatus
negativ 1244 84,3 1
positiv 167 11,3 3,90 (2,71-5,62) <0,0001
NA 64 4,3 2,58 (1,41-4,71) 0,0020

mm: Millimeter, NA: engl. not available, Daten nicht verfiigbar, SSM: superfiziell spreitendes Melanom,
NM: noduléres Melanom, LMM: lentigo maligna Melanom, ALM: akrolentiginéses Melanom, OTH: an-
dere Subtypen

vgl. Wagner et al. 2020
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Insgesamt wurden 1475 Datensatze analysiert, die im Zeitraum von 01. Januar
2010 bis 31. Dezember 2015 in Tubingen, aufgrund eines Stadium I-1l Melanoms,
eine SNB erhalten haben. Hiervon waren 54,4% mannlichen Geschlechts und
45,6% weiblichen Geschlechts (Tab. 5). Das mediane Erkrankungsalter lag bei
63 Jahren (Altersspanne: 5 bis 92 Jahre, Tab. 7)).

3.1.1. Geschlecht

Von den 1475 Patienten waren 803 mannlich und 672 weiblich, es wurden also
mit 54,4% etwas mehr Manner als Frauen erfasst. In Bezug auf die Letalitat der
untersuchten Patienten, zeigte sich, dass méannliche Patienten mit einer Letali-
tatsrate von 6,5% Uber den beobachteten Zeitraum, haufiger verstarben als weib-
liche Patienten mit etwa 3,5%. Auch in der Haufigkeit des Auftretens von lokalen
Ruckfallen und Fernmetastasen waren Manner prozentual haufiger betroffen. Au-
Berdem liegt das mediane Erkrankungsalter bei Mannern mit 65 Jahren hdher als
bei Frauen mit 61 Jahren. (Tab. 6)

Des Weiteren zeigte sich, dass die Melanome von Mannern im Mittel eine héhere

Tumordicke aufwiesen, als die der Frauen (2,67 mm vs. 2,47 mm).

Tab. 6: Einfluss des Geschlechts auf das Auftreten von Tod, Fernmetastase und Riickfall

Gesamt (%) Mannlich (%) Weiblich (%)

Gesamt 1475 (100%) 803 (54,4%) 672 (45,6%)
Gestorben 147 (10,0%) 96 (6,5%) 51 (3,5%)
Fernmetastase 229 (15,5%) 144 (9,8%) 85 (5,8%)
Riickfall 329 (22,3%) 197 (13,4%) 132 (8,9%)
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3.1.2. Alter

Das mediane Alter der Patienten betrug 63 Jahre, wobei der jingste Patient zum
Zeitpunkt der SNB 5 Jahre und der alteste 92 Jahre alt war (Tab. 7). Zur besseren
Ubersichtlichkeit wurden die Patienten, in Bezug auf das Alter in 4 Gruppen ein-
geteilt (<50 Jahre, 51-60 Jahre, 61-70 Jahre, >70 Jahre), wobei mit n=481
(32,6%) die grol3te Anzahl an Patienten zum Zeitpunkt der SNB tber 70 Jahre
alt war (Tab. 5).

Tab. 7: Deskriptive Statistik der Altersverteilung
MW SEM Min. 25% Median 75% Max.

Alter [Jahre] 60,9 0,4 5 50 63 73 92

MW: Mittelwert, SEM: standard error of the mean, Min.: Minimum, Max.: Maximum

3.2. Dauer der Beobachtung

Insgesamt wurden Patienten erfasst, die zwischen Anfang 2010 und Ende 2015
eine SNB an der Dermatologie des Universitatsklinikums Tibingen erhalten ha-
ben. Ihr Krankheitsverlauf wurde bis zum Stichdatum 12. Juli 2018 nachbeobach-
tet. Dieser Krankheitsverlauf, also die Zeit zwischen SNB und dem letzten doku-

mentierten Patientenkontakt wird im Folgenden als ,Follow Up“ bezeichnet.

Das mediane Follow Up betrug 40 Monate, also 3 Jahre und 4 Monate. Mit 26,1%
(n=385) konnte bei den meisten Patienten ein Zeitraum zwischen 2-3 Jahren
nach SNB beobachtet werden. (Tab. 8)

Insgesamt sind Uber den Beobachtungszeitraum 147 (10%) Patienten verstor-
ben. Hierbei lag das mediane Uberleben bei knapp 27 Monaten (2 Jahre und 3
Monate). Die minimale Zeit bis zum Tode betrug dabei knapp Uber einen Monat
und die maximale Zeit 87,5 Monate. (Tab. 8)
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Uber den gesamten Beobachtungszeitraum erlitten 329 Patienten (22,3%) einen
Ruckfall. Im Mittel betrug die Zeit bis zu einem Ruckfall etwas mehr als 15 Mo-
nate. (Tab. 8)

Tab. 8: Deskriptive Statistik der Endpunkte dieser Studie

n (%) MW  SEM  Min. 25% Median 75% @ Max.
Follow Up [Monate]
0-12 102 (6,9)
13-24 97 (6,6)
25-36 385 (26,1)
37-48 259 (17,6)
49-60 210 (14.2) 45,4 0,6 0 30,9 40,0 62,0 98,3
61-72 187 (12,7)
73-84 168 (11,4)
85-96 60 (4,1)
97-108 7 (0,5)
Gesamtuberleben
[Monate]
0-12 25 (1,7)
13-24 39 (2,6)
25-36 35 (2,4)
37-48 22 (1,5)
49-60 17 (1.2) 299 15 1,2 | 14,6 26,9 41,3 87,5
61-72 4(0,3)
73-84 3(0,3)
85-96 2(0,1)
97-108 0 (0,0)

Nicht gestorben 1328 (90,0)
Ruckfallfreies Uber-
leben [Monate]

0-12 132 (8,9)

13-24 85 (5,8)

25-36 60 (4,1)

37-48 24 (1,6)

49-60 19 (1.3) 20,2 09 0,5 7,8 15,4 27,8 85,0
61-72 7 (0,5)

73-84 1(0,1)

85-96 1(0,1)

97-108 0 (0,0)

Kein Ruckfall 1146 (77,7)

MW: Mittelwert, SEM: standard error of the mean, Min.: Minimum, Max.: Maximum
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Bei 229 Patienten (16%) wurde Uber den Beobachtungszeitraum eine Fernmeta-
stase diagnostiziert. Im Median dauerte es Uber 20 Monate bis Fernmetastasen

auftraten.

3.3. Allgemeine Tumoreigenschaften

3.3.1. Lokalisation der Primarmelanome

Auch die Lokalisation des Primarmelanoms wurde in dieser Studie erhoben. Es
wurden 4 verschiedene Lokalisationen unterschieden: Der Kérperstamm, die Ext-
remitaten, Kopf und Nacken, sowie das Gesicht. Die haufigste Lokalisation des
primaren Melanoms waren mit 44,2% die Extremitaten, gefolgt von Kérperstamm
(39,3%) und Kopf und Nacken (10,4%). Am seltensten traten Melanome im Ge-
sicht auf (6,0%). (Tab. 5)

3.3.2. Histologischer Subtyp

Unterschieden wurden die funf haufigsten histologischen Subtypen des malignen
Melanoms: superfiziell spreitendes Melanom (SSM), nodulédres Melanom (NM),
akrolentiginéses Melanom (ALM), lentigo maligna Melanom (LMM) und andere
histologische Subtypen (OTH). Der histologische Subtyp der Melanome, bei de-
nen die Histologie keine oder keine klare Aussage uber die Zugehorigkeit des
Primarius zu einer dieser Gruppen machen konnte, wurde als fehlend gewertet.
Das superfiziell spreitende Melanom trat mit n=727 (49,3%) am hé&ufigsten auf.
Die restlichen histologischen Subtypen traten mit folgender Haufigkeit auf: NM
n=413 (28%), ALM n=88 (6,0%), LMM n=84 (5,7%). 103 primare Melanome (7%)
wurden anderen Subtypen (OTH), wie beispielsweise dem naevoiden oder
spitzoiden Melanom, zugeordnet. Bei 59 Melanomen (4,0%) konnte kein Subtyp
eruiert werden. (Tab. 5)
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3.3.3. Tumordicke nach Breslow

Die Tumordicke nach Breslow ist definiert als die maximale vertikale Ausbreitung
eines Primarmelanoms in Millimetern und wird im Rahmen des histologischen
Befundes erhoben. Das T-Stadium innerhalb der TNM-Klassifikation wird malf3-
geblich durch die Tumordicke nach Breslow definiert. In der Datenauswertung
wurde die Tumordicke nach Breslow entsprechend der TNM-Klassifikation in 4
Untergruppen eingeteilt: <1,00 mm; 1,01-2,00 mm; 2,01-4,00 mm und
>4,00 mm. Mit 45,2% (n=666) konnte ein Grol3teil der Patienten der Gruppe von
1,01-2,00 mm zugeordnet werden. Die mediane Tumordicke nach Breslow fur
alle 1475 Patienten betrug 1,8 mm, die minimale 0,26 mm und die maximale er-
fasste Tumordicke nach Breslow betrug 30 mm (Tab. 9). Bei drei Patienten

(0,2%) konnte keine genaue Angabe zur Tumordicke ermittelt werden (Tab. 5).

Tab. 9: Deskriptive Statistik der Tumordicke nach Breslow
MW SEM Min. 25% Median 75% Max.

Tumordicke [mm] 2,57 0,06 0,26 1,20 1,80 3,10 30,00

MW: Mittelwert, SEM: standard error of the mean, Min.: Minimum, Max.: Maximum

3.3.4. Invasionslevel nach Clark

Das Invasionslevel nach Clark beschreibt die vertikale Ausdehnung des Mela-
noms und teilt diese nach dem Mal3 der kutanen Infiltration in funf Level (I-V) ein.
In dieser Studie wiesen mit 72,8% (n=1074) ein Grol3teil der Melanome das
Clark-Level IV auf. Level 11l wurde 148 mal (10,0%) und Level V, also eine Infilt-
ration der Subkutis, wurde bei 68 Patienten (4,6%) festgestellt. Ein Clark-Level |
oder Il wies keines der hier untersuchten Melanome auf. Bei 185 Patienten
(12,5%) konnte das Clark-Level nicht bestimmt werden. (Tab. 5)
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3.3.5. Histopathologische Merkmale

Wie bereits in der Einleitung beschrieben weisen Melanome unter Umstanden
histopathologische Besonderheiten auf, die ebenfalls Einfluss auf die Prognose
der Patienten haben kénnen. Der Einfluss einer Ulzeration des Primarmelanoms
als prognostischer Faktor ist gut belegt und wird sogar zur AJCC-Stadieneintei-
lung genutzt. Bezuglich histologischer Aufféalligkeiten in der Untersuchung der
Primarmelanome wurde in dieser Studie bei 448 Melanomen (30,4%) eine Ulze-
ration, bei 219 (14,8%) eine Regression und bei 181 Melanomen (12,3%) eine
Navusassoziation festgestellt (Tab. 10).

Tab. 10: Pravalenz histologischer Besonderheiten

n %

Ulzeration

Nein 995 67,5

Ja 448 30,4

NA 32 2,2
Regression

Nein 902 61,2

Ja 219 14,8

NA 354 24,0
Navusassoziation

Nein 872 59,1

Ja 181 12,3

NA 422 28,6

NA: engl. not available, Daten nicht verfugbar

Der Einfluss der histopathologische Regression auf die Prognose des Melanoms

wird in dieser Arbeit gesondert untersucht (siehe Kapitel 3.5.).

3.3.6. AJCC-Stadium

Insgesamt wurden von den 1475 Patienten nach der SNB 678 (46,0%) dem
AJCC-Stadium I, 611 (41,4%) dem Stadium II, und 186 (12,6%) dem Stadium 11|

zugeordnet. Das bedeutet, dass kurz nach der Erstdiagnose, bereits bei 12,6%
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der erfassten Melanompatienten Tumorzellen in den angrenzenden Lymphkno-
ten nachgewiesen werden konnten, sprich Lymphknotenmetastasen vorlagen.
Auf der anderen Seite konnte bei dem gréf3ten Teil der Patienten (46,0%) das
Melanom bereits im Stadium | entdeckt werden. Die Verteilung dieser Kohorte

auf Stadium | und Il erwies sich als ausgeglichen. (Tab. 11)

Tab. 11: Deskriptive Statistik des AJCC-Stadiums

n %
AJCC-Stadium
I A 66 4,5
IB 612 41,5
1A 310 21,0
1B 207 14,0
IC 94 6,4
1A 70 4.7
1B 92 6,2
Ic 24 1,6

AJCC: American Joint Committee on Cancer

3.4. Zellen des Differentialblutbilds

Patienten, die in Tdbingen aufgrund eines primaren Melanoms behandelt wer-
den, wird in der Regel am ersten postoperativen Morgen nach der lokalen Tumo-
rexzision Blut entnommen, um die wichtigsten Parameter der Blutchemie, das
Differentialblutbild, sowie den Tumormarker S100B zu bestimmen. Das Differen-
tialblutbild umfasst unter anderem den Hamoglobinwert, die Gesamtleukozyten-
zahl (WBC), sowie den relativen Anteil der jeweiligen Granulozyten (neutrophile
(RNC), eosinophile (REC), basophile (RBC), Lymphozyten (RLC) und Monozyten
(RMC)) an der Gesamtleukozytenzahl in Prozent. Die absoluten Zahlen der Gra-
nulozyten waren ebenfalls in der Patientenakte ersichtlich, wurden in dieser Ar-
beit jedoch zur Vermeidung von Ubertragungsfehlern aus den relativen Anteilen
errechnet. Zuséatzlich wurde die NLR (Neutrophile-zu-Lymphozyten-Ratio) als
Quotient aus absoluter Neutrophilen- zu Lymphozytenzahl und die LMR (Lym-

phozyten-zu-Monozyten-Ratio) als Quotient aus absoluter Lymphozyten- zu
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Monozytenzahl gebildet und ausgewertet. 1412 der 1475 Patienten (95,7%) hat-
ten ein, in der digitalen Krankenakte vollstandig dokumentiertes Differentialblut-
bild. Die Verteilung und deskriptive Statistik des Differentialblutbilds ist in Tabelle
12 dargestellt.

Tab. 12: Deskriptive Statistik des Differentialblutbildes

MW SEM Min. 25% Median 75% Max.
WBC [/ul] 7568 0,10 2680 6128 7175 8512 129.210
ANC [/pl] 4850 0,04 450 3777 4620 5710 12.990
ALC [/pl] 1953 0,09 320 1360 1710 2120 121.460
AMC [/ul] 599 0,006 90 450 560 710 3620
AEC [/ul] 136 0,003 0,0 60 110 170 2190
ABC [/ul] 36 0,0007 0,0 20 30 50 520
NLR 3,04 0,05 0,0 2,0 2,7 3,6 26,6
LMR 3,56 0,16 0,3 2,3 3.1 4,0 218,3
Hb [g/dl] 14,4 0,035 8,1 13,5 14,4 15,3 19,0

WBC: Leukozytenzahl, ANC: Neutrophilenzahl, ALC: Lymphozytenzahl, AMC: Monozytenzahl, AEC:
Eosinophilenzahl, ABC: Basophilenzahl, NLR: Neutrophile-zu-Lymphozyten-Ratio, LMR: Lymphozyten-
zu-Monozyten-Ratio, Hb: Hdmoglobin-Wert, MW: Mittelwert, SEM: standard error of the mean, Min.: Mi-
nimum, Max.: Maximum

Zur Analyse der Zellen des Differentialblutbildes wurden zunéchst fur jeden er-
hobenen Differentialblutbild-Wert Cut-Offs basierend auf einer Methode der p-
Wert-Minimierung berechnet. AnschlieRend wurden jeweils die Werte oberhalb
(>) und unterhalb (=) dieser Cut-Offs auf ihren Einfluss auf das Gesamtuiberleben

Uberpraft.
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Tab. 13: Univariable Analyse des Gesamtiiberlebens in Abhangigkeit vom Differentialblutbild

Gesamtiiberleben
n (%)

Hazard-Ratio (95% CI) p-Wert

WBC

< 7400/pl 767 (54,3) 1 0.0015

> 7400/l 645 (45,7) 1,72 (1,23-2,41) '
RNC

< 69,7% 1028 (72,8) 1

> 69,7% 384 (27,2) 2,12 (1,52-2,96) <0,0001
ANC

< 5800/l 1087 (77,0) 1

> 5800/l 325 (23,0) 2,00 (1,42-2,81) <0,0001
RLC

>17,5% 1172 (83,0) 1

<17,5% 240 (17,0) 2,44 (1,71-3,50) <0,0001
ALC

> 1220/l 1184 (83,9) 1 0.0028

< 1220/l 228 (16,1) 1,80 (1,23-2,65) '
RMC

<6,6 % 381 (27,0) 1 0.028

> 6,6 % 1031 (73,0) 1,59 (1,05-2,41) :
AMC

< 810/l 1216 (86,1) 1 0.0025

> 810/l 196 (13,9) 1,85 (1,24-2,76) '
REC

>27% 270 (19,1) 1

<2,7% 1142 (80,9) 2,33 (1,32-4,13) 0,0036
AEC

> 200/l 278 (19,7) 1 0.0055

< 200/l 1134 (80,3) 2,19 (1,26-3,80) '
RBC

> 0,6 % 312 (22,1) 1

<0,6% 1100 (77,9) 2,00 (1,20-3,32) 0,0075
ABC

> 40/l 357 (25,3) 1 0.40

< 40/l 1055 (74,7) 0,85 (0,59-1,24) :
NLR

<4,26 1200 (85,0) 1

> 4,26 212 (15,0) 1,20 (1,12-1,28) <0,0001
ADBC-Score 1,88 (1,54-2,30) <0,0001
RDBC-Score 2,26 (1,75-2,92) <0,0001

WBC: Leukozytenzahl, ANC: Neutrophilenzahl, ALC: Lymphozytenzahl, AMC: Monozytenzahl, AEC:
Eosinophilenzahl, ABC: Basophilenzahl, RNC: Relativer Neutrophilenanteil, RLC: Relativer Lymphozy-
tenanteil, RMC: Relativer Monozytenanteil, REC: Relativer Eosinophilenanteil, RBC: Relativer Basophi-
lenanteil, NLR: Neutrophile-zu-Lymphozyten-Ratio, ADBC: absolute differential blood count, RDBC: re-
lative differential blood count

In der univariablen Analyse des Gesamtiberlebens in Bezug auf die relativen

und absoluten Differentialblutbild-Werte stellte sich heraus, dass ein ANC

29



>5800/ul (p-Wert <0,0001), ein ALC <1220/l (p-Wert 0,0028), ein AMC >810/pl
(p-Wert 0,0025), und ein AEC <200/ul (p-Wert 0,0055), sowie ein RNC >69,7%
(p-Wert <0,0001), ein RLC £17,5% (p-Wert <0,0001), ein RMC >6,6% (p-Wert
0,028), ein REC =£2,7% (p-Wert 0,0036) und ein RBC <0,6% (p-Wert 0,0075) je-
weils signifikante Risikofaktoren fir ein verkirztes Gesamtiiberleben darstellten
(Tab. 13).

Anschlie3end wurde fur die absoluten und die relativen Zellzahlen jeweils ein
kombinierter Score berechnet, der als ADBC- (engl. absolute differential blood
count) bzw. RDBC-Score (engl. relative differential blood count) bezeichnet
wurde. In die Scores wurden die oben genannten signifikanten Einzelwerte inklu-
diert, also ANC, ALC, AMC und AEC (ADBC-Score) bzw. RNC, RLC, RMC, REC
und RBC (RDBC-Score). Fir jeden vorhandenen Risikofaktor, also zum Beispiel
RNC >69,7%, wird ein Punkt addiert. Beim ADBC-Score lag die mdgliche Spann-
breite der erreichbaren Werte folglich bei 0-4, beim RDBC-Score bei 0-5.

Auch eine Neutrophile-zu-Lymphozyten-Ratio von Uber 4,26 stellte sich univari-
abel als signifikanter Risikofaktor fir ein verkirztes Gesamtiberleben der Pati-
enten heraus (Tab. 13: p-Wert <0,0001; HR 1,20 (1,12-1,28)).

Die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalysen des ADBC- und RDBC-Scores (Abb.
1 und 2) zeigen, dass ein klarer Zusammenhang zwischen der Hohe bestimmter
Differentialblutbild-Parameter und dem Gesamtiberleben von Stadium I-111 Mela-
nompatienten besteht. So sank das Gesamtuiberleben der Patienten zunehmend
durch Hinzukommen weiterer hamatologischer Risikofaktoren (univariable Ana-
lyse (Tab. 13): ADBC-Score: p-Wert <0,0001, HR 1,88 (1,54-2,30) und RDBC-
Score: p-Wert <0,0001, HR 2,26 (1,75-2,92)).

Dies zeigt sich auch bei Betrachtung der 5-Jahres-Uberlebensraten. So lebten
von den Patienten mit einem ADBC-Score=0 nach 5 Jahren noch 95,3% (95%
Cl: 91,1%-99,7%), von denen mit ADBC-Score=1 noch 89,2% (86,4%-92,1%)
und von denen mit ADBC-Score=2 noch 84,3% (79,8%-89,2%). Bei einem
ADBC-Score von 3-4 sank die 5-Jahres-Uberlebensrate sogar auf 68,3% (58,4%-
79,8%). Bei den 5-Jahres-Uberlebensraten nach RDBC-Score ist der Zusam-

menhang zwischen Differentialblutbild und Uberleben der Patienten ebenfalls
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klar zu erkennen. So lebten nach 5 Jahren noch 100% der Patienten mit einem
RDBC-Score=0, 91,8% (88,9%-94,9%) mit einem Score von 1-2, 85,7% (82,5%-
89,0%) mit einem Score von 3-4 und nur noch 68,9% (59,4%-79,9%) mit allen
funf errechneten Risikofaktoren beztglich des relativen Differentialblutbildes.

Die multivariable Analyse wurde analog zur bereits erfolgten Publikation dieser
Daten von Wagner et al. 2020 per Cox-Regressionsanalyse fur das Gesamtiiber-

leben in Bezug auf den ADBC-Score durchgefuhrt.

Tab. 14: Multivariable Regressionsanalyse des Gesamtliberlebens in Abhangigkeit vom ADBC-
Score

Gesamtiiberleben
n (%)

Hazard Ratio (95% CI) p-Wert

Geschlecht

weiblich 595 (45,1) 1

mannlich 723 (54,9) 1,20 (0,81-1,76) 0,36
Alter* 1,03 (1,01-1,04) 0,0002
Breslow Tumordicke* 1,11 (1,07-1,16) <0,0001
Ulzeration

Nein 906 (68,7) 1 <0,0001

Ja 412 (31,3) 2,50 (1,71-3,65)
Lymphknotenstatus

negativ 1161 (88,1) 1 <0,0001

positiv 157 (11,9) 3,50 (2,34-5,21)
ADBC-Score

0 Risikofaktoren 152 (11,5) 1

1 Risikofaktor 697 (52,9) 2,13 (0,85-5,37) 0,11

2 Risikofaktoren 562 (27,5) 2,82 (1,11-7,16) 0,029

3-4 Risikofaktoren 107 (8,1) 7,10 (2,69-18,77) <0,0001

94 Patientendaten ausgeschlossen, bei denen mindestens einer der ausgewerteten Faktoren nicht an-
gegeben war.

*Auswertung als kontinuierliche Variablen.

ADBC: absolute differential blood count

vgl. Wagner et al. 2020

In der multivariablen Analyse (Tab. 14) wird ersichtlich, dass neben den bekann-
ten Risikofaktoren zunehmendes Alter (p-Wert 0,0002; HR 1,03 (1,01-1,04)), zu-
nehmende Breslow Tumordicke (p-Wert <0,0001; HR 1,11 (1,07-1,16)), Vorhan-
densein einer Ulzeration (p-Wert <0,0001; HR 2,50 (1,71-3,65)) und positive pa-
thologische Lymphknotenuntersuchung (p-Wert <0,0001; HR 3,50 (2,34-5,21))
auch ein ADBC-Score >1 signifikant mit einem verkirzten Gesamtiberleben der
1475 Patienten korrelierte (2 Risikofaktoren: p-Wert 0,029; HR 2,82 (1,11-7,16)
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und 3-4 Risikofaktoren: p-Wert <0,0001; HR 7,10 (2,69-18,77)). Bei Vorhanden-
sein lediglich eines Risikofaktors lie3 sich keine unabhangige Signifikanz bezlg-
lich des Gesamtuberlebens nachweisen (p-Wert 0,11; HR 2,13 (0,85-5,37)).
(Tab.14)

Es bestand also ein deutlich signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ge-

samtiiberleben der 1475 Stadium I-l1ll Melanompatienten dieser Studie und den

relativen und absoluten Werten des Differentialblutbilds, wobei sich hohe Neutro-

phile und Monozyten sowie niedrige Lymphozyten, Eosinophile und Basophile

univariat als ungunstige prognostische Faktoren identifizieren lie3en.

Gesamtiberleben

Strata

Legende: SNB: sentinel node biopsy, ADBC: absolute differential blood count score

Zeit seit SNB in Monaten

Abb. 1: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtuberlebens in Abhangigkeit vom ADBC-Score

Strata ADBC=0 - ADBC=1 -+~ ADBC=2 ADBC=34
100% -  -Siei
75%
50%
25%
0%
0 12 24 36 48 60 72 84 0
Zeit seit SNB in Monaten
Number at risk
160 151 144 99 71 47 27 9 1
ADBC=11745 705 657 458 335 228 126 33 4
ADBC=24390 359 331 230 161 107 58 18 1
117 102 90 67 42 24 15 4 0
0 12 24 36 48 60 72 84 96
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Fasst man diese einzelnen Blutwerte in Scores zusammen, die mit jedem vor-
handenen Risikofaktor steigen, zeigte sich in der multivariablen Cox-Regressi-
onsanalyse (Tab. 14) sogar, dass der ADBC-Score, auch unabhéngig von den
anerkannten histopathologischen und allgemeinen Risikofaktoren, einen signifi-
kanten Einfluss auf das Gesamtuberleben der Patienten hatte und somit einen
signifikanten Pradiktor fir den Tod von Melanompatienten im Stadium I-lll dar-

stellte.
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Legende: SNB: sentinel node biopsy, RDBC: relative differential blood count score

Abb. 2: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiberlebens in Abhangigkeit vom RDBC-Score
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3.5. Histopathologische Regression

Besondere Beachtung sollte in dieser Studie dem Verhalten und der Prognose
von regressiven Melanomen zukommen. Dazu wurde zunachst Uberpruft, welche

Cofaktoren mit dem Auftreten einer Regression assoziiert waren (Tab. 15).

Tab. 15: Cofaktoren der histopathologischen Regression

Regression n(%)

Nicht Vorhanden Vorhanden p-Wert
Geschlecht
weiblich 435 (48,2) 77 (35,2) 0,00066
mannlich 467 (51,8) 142 (64,8)
Alter [Jahren]
<40 102 (11,3) 8 (3,7)
41-50 144 (16,0) 31 (14,2) 0.047
51-60 167 (18,5) 42 (19,2) '
61-70 188 (20,8) 61 (27,9)
>70 301 (33,4) 77 (35,2)
Subtyp
SSM 436 (48,3) 179 (81,7) <0,0001
Kein SSM 466 (51,7) 40 (18,3)
Axiale Lokalisation
Nein 418 (46,3) 66 (30,1) <0,0001
Ja 484 (53,7) 153 (69,9)
Tumordicke [mm]
<1,00 99 (11,0) 40 (18,3)
1,01-2,00 393 (43,6) 128 (58,4) <0,0001
2,01-4,00 270 (29,9) 40 (18,3)
>4,00 140 (15,5) 11 (5,0)
Clark-Level
I 0 (0,0) 0 (0,0)
Il 0 (0,0) 0(0,0)
[ 85 (10,5) 26 (12,4) 0,053
v 680 (83,6) 179 (85,6)
\% 48 (5,9) 4 (1,9)
Ulzeration
Nein 613 (68,2) 168 (77,4) 0,0099
Ja 286 (31,8) 49 (22,6)
Navusassoziation
Nein 716 (87,2) 142 (74,0) <0,0001
Ja 105 (12,8) 50 (26,0)
Lymphknotenstatus
negativ 753 (87,6) 194 (92,8) 0,043
positiv 107 (12,4) 15 (7,2)

SSM: superfiziell spreitendes Melanom, mm: Millimeter
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Als solche Cofaktoren konnten méannliches Geschlecht (64,8% der Patienten mit
Regression sind mannlich vs. 51,8% der Patienten ohne Regression, p-Wert
0,00066), niedriges Alter (p-Wert 0,047), Melanome vom superfiziell spreitenden
Typ (81,7% vs. 48,3%, p-Wert <0,0001), eine axiale Lokalisation (69,9% vs.
53,7%, p-Wert <0,0001), eine niedrige Tumordicke nach Breslow (p-Wert
<0,0001), das Fehlen einer Ulzeration (77,4% vs. 68,2%, p-Wert 0,0099) sowie
das Vorliegen eine Navusassoziation (26,0% vs. 12,8%, p-Wert <0,0001) identi-
fiziert werden. Als axiale Lokalisation wurde hier das Vorliegen eines Melanoms
an Korperstamm, Kopf und Nacken oder Gesicht definiert. Des Weiteren hat sich
gezeigt, dass bei Patienten mit regressiven Melanomen seltener eine Lymphkno-
tenmetastasierung vorlag, als bei Patienten deren Melanome keine Zeichen der
Regression aufwiesen (7,2% vs. 12,4%, p-Wert 0,043). (Tab. 15)

Fur die Analyse des prognostischen Einflusses der histopathologischen Regres-
sion wurden lediglich die Patienten berucksichtigt, bei denen ein histopathologi-
scher Befund inklusive Angabe des Regressionsstatus vorlag (n=1121).

In der multivariablen Analyse der Regression (Tab. 17) wurden zusatzlich jene
Patienten ausgeschlossen, bei denen zu einem der analysierten Parameter kein

Befund vorlag (n=5).

Tab. 16: Univariable Analyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abhangigkeit von der Regression

Rickfallfreies Uberleben

n (%)
Hazard-Ratio (95% ClI) p-Wert
Regression
Nein 902 (80,5) 1
Ja 219 (19,5) 0,47 (0,31-0,71) 0,00029

Wie in Abbildung 3 dargestellt, konnte in der univariablen Regressionsanalyse
eine positive Assoziation zwischen dem Vorhandensein einer Regression und
einem verlangerten RFS festgestellt werden (Tab. 16: p-Wert 0,00029; HR 0,47
(0,31-0,71)).
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Die 5-Jahres-Riickfallfreie-Uberlebensrate betrug 85,2% (95% ClI: 79,9%-90,9%)
in der Gruppe, deren Melanome eine Regression aufwiesen im Vergleich zu

70,6% (67,1%-74,3%) in der Gruppe, deren Melanome keine Regression aufwie-

sen.
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Legende: SNB: sentinel node biopsy

Abb. 3: Kaplan-Meier-Analyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abhangigkeit von der Regression

Dieser Zusammenhang war in der univariablen Analyse (Abb. 3, Tab. 16) deutlich
statistisch signifikant und hielt auch in der multivariablen Analyse der Signifikanz-
prifung stand (p-Wert 0,0078; HR 0,57 (0,38-0,86)). Hierbei wurden neben der

Regression die bekannten Risikofaktoren zunehmendes Alter (p-Wert 0,0001;
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HR 1,02 (1,01-1,03)), mannliches Geschlecht (p-Wert 0,19; HR 1,18 (0,92-1,53)),
zunehmende Tumordicke nach Breslow (p-Wert <0,0001; HR 1,18 (1,14-1,22))
und Vorhandensein einer Ulzeration (p-Wert <0,0001; HR 2,18 (1,68-2,84)) in die

Analyse mit eingeschlossen. (Tab. 17)

Zur weiteren Untersuchung der prognostischen Aussagekraft der histopathologi-
schen Regression wurde eine multivariable Analyse angefertigt, wobei zwischen
Melanomen im Stadium T1-T2 und T3-T4 unterschieden wurde. Hier zeigte sich,
dass das Vorliegen einer Regression im Stadium T1-T2 signifikant mit einem ver-
langerten RFS assoziiert war (p-Wert 0,030; HR 0,45 (0,55-0,92)), wahrend im
Stadium T3-T4 kein signifikanter Einfluss auf das RFS festgestellt werden
konnte. (Tab. 18)

Tab. 17: Multivariable Regressionsanalyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abh&ngigkeit von der
Regression

Ruckfallfreies Uberleben

n (%)
Hazard Ratio (95% CI) p-Wert

Geschlecht

weiblich 510 (45,7) 1

mannlich 606 (54,3) 1,18 (0,92-1,53) 0,19
Alter* 1,02 (1,01-1,03) 0,0001
Breslow Tumordicke* 1,18 (1,14-1,22) <0,0001
Ulzeration

Nein 781 (70,0) 1

Ja 335 (30,0) 2,18 (1,68-2,84) <0,0001
Regression

Nein 899 (80,6) 1

Ja 217 (19,4) 0,57 (0,38-0,86) 0,0078

5 Patientendaten ausgeschlossen, bei denen mindestens einer der ausgewerteten Faktoren nicht ange-
geben war.
*Auswertung als kontinuierliche Variablen.

Das Vorliegen einer histopathologischen Regression stellte in dieser Kohorte
also einen unabhangigen signifikanten prognostischen Vorteil in Bezug auf das
Ruckfallfreie Uberleben dar, der sich sowohl in der Gesamtkohorte als auch bei

Begrenzung auf Melanome im Stadium T1-T2 nachweisen liel3. Bei Melanomen
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im Stadium T3-T4 liel3 sich kein Einfluss der Regression auf die Prognose nach-
weisen. Hier erwiesen sich die Tumordicke und das Vorliegen einer Ulzeration
als deutlich bessere Pradiktoren fiir ein verkurztes RFS (p-Werte <0,0001). (Tab.
17 und 18)

Tab. 18: Multivariable Regressionsanalyse des Riickfallfreien Uberlebens nach T-Stadium in Ab-
hangigkeit von der Regression

Rickfallfreies Uberleben

Stadium T1-T2 Stadium T3-T4
Hazard Ratio Hazard Ratio
n (95% Cl) p-Wert — n (95% Cl) p-Wert

Geschlecht

weiblich 302 1 0,44 208 1 0,36

mannlich 355 1,21 (0,74-1,98) 251 1,15 (0,85-1,55)
Alter* 1,01 (0,99-1,03 0,38 1,02 (1,00-1,03) 0,0022
Breslow
Tumordi- 4,40 (2,11-9,17) <0,0001 1,10 (1,05-1,15) <0,0001
cke*
Uleration

Nein 552 1 0,80 229 1 <0,0001

Ja 105 1,08 (0,60-1,92) 230 1,96 (1,44-2,67)
Regression

Nein 491 1 0,030 408 1 0,87

Ja 166 0,45 (0,55-0,92) 51 0,96 (0,58-1,58)

5 Patientendaten ausgeschlossen, bei denen mindestens einer der ausgewerteten Faktoren nicht ange-
geben war.
*Auswertung als kontinuierliche Variablen.

3.6. Wachterlymphknotenstatus

Von den 1475 durchgefihrten Wachterlymphknotenexstirpationen, konnte in 64
Fallen (4,3%) kein Wachterlymphknoten detektiert werden oder der detektierte
Wachterlymphknoten war zu nah an Gefal3- oder Nervenstrukturen, um ihn im
Rahmen dieses diagnostischen Eingriffs gefahrlos entfernen zu kénnen. Mit
84,3% (1244) war im Grol3teil der untersuchten Wéachterlymphknoten in der his-

topathologischen Untersuchung kein Hinweis auf eine Metastasierung zu
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erkennen. Bei 167 Patienten (11,3%) konnte hingegen eine Aussaat des Tumors
in den, beziehungsweise die, enthommenen Wachterlymphknoten festgestellt
werden. (Tab. 5)

Von den 1411 erfolgreich durchgefuhrten Wachterlymphknotenentnahmen
wurde in 1090 Fallen eine Probe des Resektats mittels Lymphknoten-Disaggre-
gations-Immunzytologie (LDI) untersucht. In 321 Fallen (22,7% von 1411) wurde
keine LDI durchgefuhrt. Der Grund war in den meisten Fallen ein flr die Zertel-

lung zu kleiner Wachterlymphknoten.

Von den durchgefiihrten 1090 LDI sind 284 (26,1 %) positiv ausgefallen, wobei
eine DCCD >0/Mio. als positiv gewertet wurde. 806 (73,9 %) der 1090 untersuch-
ten Lymphknoten wurden in der LDI negativ getestet, also eine DCCD von 0/Mio.
festgestellt. Eine DCCD von tber 1000/Mio. konnte bei insgesamt 56 Patienten
(3,8 %) festgestellt werden. Der hochste DCCD-Wert lag bei 900.000/Mio. Die
mediane DCCD uber alle Patienten betrug 0/Mio. Die mediane DCCD aller Pati-
enten mit positiver LDI (DCCD >0/Mio.) lag bei 11/Mio. Der Mittelwert der DCCD
Uber alle Patienten, bei denen eine LDI durchgefuhrt wurde, lag bei 2123/Mio.
(Tab. 19)

Tab. 19: Deskriptive Statistik der Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie

n (%) MW SEM Min. 25% | Median  75% Max.
DCCD [/Mio.]
0 806 (54,6)
1-10 138 (9,4)
11-100 48 (3,3) 2123 1116 0 0 0 1 900.000
101-1000 42 (2,8)
>1000 56 (3,8)
NA 385 (26,1)

DCCD: disseminated cancer cell density, Mio.: Millionen, MW: Mittelwert, SEM: standard error of the
mean, Min.: Minimum, Max.: Maximum, NA: engl. not available, Daten nicht verfligbar
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3.6.1. Die konventionelle SNB

Die Entnahme und histopathologische Untersuchung des Wachterlymphknotens
ist in Deutschland bei Melanomen ab 1 mm Tumordicke, bzw. ab 0,75 mm Tu-

mordicke bei Vorhandensein von Risikofaktoren, Standard.
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Abb. 4: Kaplan-Meier-Analyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abhangigkeit vom histopathologi-
schen Lymphknotenstatus

Wie in der univariaen Kaplan-Meier-Analyse des RFS in Abbildung 4 dargestellt,
hatte ein positiver Wachterlymphknoten, wie zu erwarten, grof3en Einfluss auf die
Prognose der beobachteten Patienten (Tab. 20: p-Wert <0,0001; HR 3,54 (2,74-
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4,56)). So betrug die 5-Jahres-Riickfallfreie-Uberlebensrate bei Patienten mit ne-
gativem konventionell-pathologischem Lymphknotenstatus noch 77,9% (75,1%-
80,7%), wahrend sie bei Patienten mit positivem konventionell-pathologischem
Lymphnotenstatus lediglich 43,7% (35,1%-54,4%) betrug.

Tab. 20: Univariable Analyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abhangigkeit vom histopathologi-
schen Lymphknotenstatus

Ruckfallfreies Uberleben

n (%) .
Hazard Ratio (95% CI) p-Wert
Lymphknotenstatus
Negativ 1244 (88,2) 1
Positiv 167 (11,8) 3,54 (2,74-4,56) <0,0001

3.6.2. Die Lymphknoten-Disaggregations-
Immunzytologie (LDI)

Anders verhalt es sich mit der Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie.
Dieses in Tubingen entwickelte Verfahren ist noch sehr jung und wird bisher nur

in TUbingen regelmaRig angewandt.

Tab. 21: Univariable Analyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abh&éngigkeit von der DCCD

Rickfallfreies Uberleben

0,
n (%) Hazard Ratio (95% CI) p-Wert
DCCD [/Mio.]

0 806 (73,9) 1
1-10 138 (12,7) 1,54 (1,04-2,30) 0,031
11-100 48 (4,4) 2,47 (1,44-4,22) 0,001
101-1000 42 (3,9) 4,21 (2,62-6,76) <0,0001
>1000 56 (5,1) 8,77 (6,09-12,63) <0,0001

DCCD: disseminated cancer cell density, Mio.: Millionen

Ein Grof3teil (n=1090 (77,3%)) der 1411 in der SNB eindeutig detektierbaren SN
konnten geteilt und anschliel3end per LDI untersucht werden. Davon fielen 26,1%
der Untersuchungen (n=284) positiv und 73,9% (n=806) negativ aus.
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Legende: SNB: sentinel node biopsy, DCCD: disseminated cancer cell density [/Millionen]

Abb. 5: Kaplan-Meier-Analyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abhéngigkeit von der DCCD

In Abbildung 5 ist dargestellt, welchen Einfluss die LDI, bzw. die Hohe der DCCD,
auf das RFS hatte. Dazu wurden alle 1090 Patienten, bei denen die LDI durch-
gefuihrt wurde, nach der Héhe der DCCD logarithmisch in funf Gruppen eingeteilt
und anschlieRend analysiert. Es ist deutlich zu erkennen, dass das RFS mit jeder
zunehmende Zehnerpotenz der DCCD sank (Abb. 5, Tab. 21: DCCD 0-10/Mio.:
p-Wert 0,031; DCCD 11-100/Mio.: p-Wert 0,001; DCCD 101-1000/Mio.: p-Wert
<0,0001 und DCCD >1000/Mio.: p-Wert <0,0001).

Tabelle 22 zeigt die multivariable Cox-Regressionsanalyse des Ruckfallfreien
Uberlebens in Bezug auf die LDI, wobei das LDI-Ergebnis wie in der univariab-

len Analyse (Tab. 21) in 5 logarithmischen Gruppen ausgewertet wurde.
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Tab. 22: Multivariable Regressionsanalyse des Riickfallfreien Uberlebens in Abhangigkeit von der
DCCD

Rickfallfreies Uberleben

n (%
%) Hazard Ratio (95% CI) p-Wert

Geschlecht

weiblich 482 (45,3) 1

mannlich 582 (54,7) 1,17 (0,88-1,54) 0,27
Alter* 1,02 (1,01-1,03) <0,0001
Breslow Tumordicke* 1,14 (1,10-1,18) <0,0001
Ulzeration

Nein 739 (69,5) 1 <0,0001

Ja 325 (30,5) 1,95 (1,46-2,59)
Lymphknotenstatus

negativ 941 (88,4) 1 0,13

positiv 123 (11,6) 1,39 (0,91-2,12)
DCCD [/Mio.]

0 784 (73,7) 1

1-10 136 (12,8) 1,36 (0,91-2,05) 0,14

11-100 48 (4,5) 2,12 (1,18-3,79) 0,012

101-1000 41 (3,9) 3,28 (1,90-5,67) <0,0001

>1000 55 (5,2) 3,96 (2,38-6,58) <0,0001

26 Patientendaten ausgeschlossen, bei denen mindestens einer der ausgewerteten Faktoren nicht an-
gegeben war.

*Auswertung als kontinuierliche Variablen.

DCCD: disseminated cancer cell density, Mio.: Millionen

AulRerdem wurden in dieser multivariablen Analyse die wichtigsten allgemeinen
Tumor- und Patientenparameter wie Geschlecht, Alter, Tumordicke nach Bre-
slow, der histopathologische Ulzerationsstatus sowie das Ergebnis der konventi-
onellen pathologischen Lymphknotenuntersuchung miteinbezogen, wobei das
Patientenalter und die Tumordicke als kontinuierliche Variablen in die Analyse
einflossen. Es zeigte sich, dass zunehmendes Patientenalter (p-Wert <0,0001;
HR 1,02 (1,01-1,03)), zunehmende Tumordicke (p-Wert <0,0001; HR (1,14 (1,10-
1,18)) und das Vorhandensein einer Ulzeration (p-Wert <0,0001; HR 1,39 (0,91-
2,12)), wie erwartet, signifikante prognostische Einflussfaktoren fiir das Ruckfall-
freie Uberleben darstellten. Dass dem Ergebnis der konventionell-pathologischen
Lymphknotenuntersuchung in dieser multivariablen Analyse keine unabhangige
Signifikanz nachgewiesen werden konnte ist wenig Uberraschend, da dieser Ana-
lyse mit der LDI eine sehr &hnliche Variable hinzugefugt wurde und das patholo-
gische SNB-Ergebnis damit einen abhangigen Faktor darstellte. Trotz Einbezug
des konventionell-pathologischen SNB-Ergebnisses ist ersichtlich, dass in dieser

multivariablen Regressionsanalyse ein, auch vom pathologischen SNB-
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Ergebnis, unabhéngiger Zusammenhang zwischen steigender DCCD und ver-
kirztem RFS bestand (Tab. 22: DCCD 1-10/Mio.: p-Wert 0,14; DCCD 11-
100/Mio.: p-Wert 0,012; DCCD 100-1000/Mio.: p-Wert <0,0001; DCCD
>1000/Mio.: p-Wert <0,0001).

Die Betrachtung der 5-Jahres-Riickfallfreie-Uberlebensrate verdeutlicht diesen
Zusammenhang. So waren nach 5 Jahren noch 81,75% (95% CI: 78,6%-85,1%)
der Patienten mit negativer LDI rtckfallfrei. Lag die DCCD bei 1-10/Mio. waren
es noch 74,1% (66,1%-83,0%), bei 11-100/Mio. noch 57,1% (41,1%-79,2%), bei
101-1000/Mio. noch 43,8% (28,2%-68,0%) und bei einer DCCD von >1000/Mio.

waren nach 5 Jahren nur noch 14,1% (4,7%-42,3%) der Patienten ruckfallfrei.

In der multivariablen Cox-Regressionsanalyse der anerkannten Risikofaktoren
des malignen Melanoms und der LDI zeigte sich also, dass die konventionell-
pathologische Untersuchung des Wachterlymphknotens bei Mitbetrachtung der
LDI keinen unabhangigen Pradiktor fir das Rickfallfreie Uberleben mehr dar-
stellte, wohingegen die LDI ab einer DCCD von >10/Mio. einen von den bekann-
ten Risikofaktoren, unabhangiger Faktor fur die Prognose von Melanompatienten
im Stadium I-11l darstellte und signifikant mit dem Riickfallfreien Uberleben dieser
Patienten korrelierte. (Tab. 22)

3.6.3. Positive LDI bei negativer konventioneller SNB

Zur weiteren Uberpriufung der prognostischen Signifikanz der LDI gegeniiber der
konventionell-pathologischen Lymphknoten-Untersuchung, wurden zuséatzliche
Analysen durchgefiuhrt. Zuerst wurde eine deskriptive Statistik beztglich konven-
tioneller Pathologie und LDI-Untersuchung der SN erstellt (Tab. 23).

Dort ist ersichtlich, dass von den 1475 Patienten 64 Mal (4,3%) keine pathologi-
sche Untersuchung und 385 Mal (26,1%) keine LDI durchgefihrt, beziehungs-
weise das jeweilige Ergebnis nicht tbermittelt wurde. Grinde fur fehlende Daten

beziglich der SNB wurden in Kapitel 3.6. erdrtert.
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Tab. 23: Deskriptive Statistik der Wachterlymphknotenuntersuchung

LK-Status LK-Status LK-Status

negativ positiv NA Gesamt
DCCD =0/Mio. 783 21 2 806
DCCD >0/Mio. 180 104 0 284
DCCD NA 281 42 62 385
Gesamt 1244 167 64 1475

LK: Lymphknoten, DCCD: disseminated cancer cell density, Mio.: Millionen, NA: engl. not available, Da-
ten nicht verfligbar

AulRerdem ist auffallig, dass von den 1244 konventionell-pathologisch negativ ge-
testeten Wachterlymphknotenhélften in 180 Fallen in der anderen Halfte eine
DCCD uber 0/Mio. festgestellt wurde. Das bedeutet, dass in 14,5% der konven-
tionell-pathologisch negativ getesteten SN-Halften in der LDI der anderen Halfte
Tumorzellen festgestellt werden konnten. Andererseits konnte von den 806 SN-
Halften mit einer negativen LDI nur in 2,6% (n=21) der Falle in der anderen Halfte
konventionell-pathologisch eine Metastasierung nachgewiesen werden. Unter
der Annahme, dass die LDI zuverlassig Tumorzellen detektiert, bedeutet das
also, dass die konventionell-pathologische Untersuchung in dieser Studie in
14,5% der Falle falsch negative Ergebnisse lieferte, wahrend es bei der LDI nur

2,6% falsch negative Ergebnisse gab. (Tab. 23)

Zur genaueren Betrachtung dieser Ergebnisse wurde in Abbildung 6 eine Kaplan-
Meier-Analyse des RFS aller Patienten mit negativem konventionell-pathologi-

schem SNB-Ergebnis bezlglich des LDI-Ergebnisses dargestellit.

Tab. 24: Univariable Analyse des Ruickfallfreien Uberlebens aller konventionell-pathologisch nega-
tiven SNB in Abhé&ngigkeit von der DCCD

Ruckfallfreies Uberleben

n (%
o) Hazard-Ratio (95% ClI) p-Wert
DCCD [/Mio.]
0 783 (62,9) 1
>0 180 (14,5) 2,24 (1,62-3,11) <0,0001
NA 281 (22,6) 1,59 (1,16-2,16) 0,0035

SNB: sentinel node biopsy, DCCD: disseminated cancer cell density, NA: engl. not available, Daten
nicht verfugbar, Mio.: Millionen
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Abb. 6: Kaplan-Meier-Analyse des Riickfallfreien Uberlebens aller konventionell-pathologisch ne-
gativen SNB in Abhéangigkeit von der DCCD

In dieser Uberlebenszeitanalyse wurden lediglich jene Patienten betrachtet, de-
ren pathologisches Ergebnis der SNB negativ war (n=1244). AnschlieRend wurde
bei diesen 1244 Patienten eine Regressionsanalyse in Bezug auf das Ergebnis
der LDI durchgefuihrt, um zu tberprifen, ob eine positive LDI, auch bei negativer
konventioneller Pathologie, einen prognostisch relevanten Faktor darstellt. Die
Regressionsanalyse konnte diese Annahme bestéatigen. Bei Patienten mit einer
DCCD >0/Mio. war ein deutlich verkirztes RFS zu beobachten, gegenuber den
Patienten deren LDI ebenfalls negativ ausfiel (DCCD 0/Mio.). Der p-Wert von
<0,0001 und die HR von 2,24 (1,62-3,11) bestatigten diese Signifikanz (Tab. 24).
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Mithilfe der Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie konnte also bei 180
der 1244 Patienten, bei denen in der konventionell-pathologischen SN-Untersu-
chung keine Metastasierung festgestellt wurde, Tumorzellen detektiert werden.
Es zeigte sich, dass diese 180 durch die LDI detektierten Patienten ein signifikant
hoheres Risiko fur einen Rickfall im Untersuchungszeitraum und somit eine re-

duzierte Prognose gegeniber Patienten mit einer negativen LDI hatten.
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4. Diskussion
4.1. Qualitat der Daten

Es handelt sich bei dieser Studie um eine grof3e retrospektive, monozentrische
Kohortenstudie, in der 1475 Melanompatienten des Universitatsklinikums Tubin-
gen (UKT) zum Zeitpunkt der SNB erfasst und ihr Krankheitsverlauf tiber mehrere
Jahre dokumentiert wurde. Hierbei wurden alle Patienten einbezogen, die zwi-
schen Januar 2010 und Dezember 2015 am UKT eine SNB aufgrund eines ma-
lignen Melanoms absolvierten und ihr Krankheitsverlauf bis Juli 2018 beobachtet.
Von der Erfassung ausgeschlossen wurden lediglich Patienten, die aufgrund ei-
nes Zweitmelanoms oder eines Tumors anderer Entitat eine SNB bekamen. So
konnten Melanompatienten der AJCC-Stadien I-lll (bezogen auf das Stadium
nach Analyse des Wachterlymphknotens) erhoben werden, wobei sich die Ver-
teilung auf die Stadien | und Il als ausgewogen herausstellte (Stadium I: 46 %,
Stadium 1I: 41,4%). Alle Patienten wurden nach der AJCC Klassifikation Version
7 von 2009 (Balch et al. 2009) klassifiziert und nach den standardisierten Vorga-
ben der nationalen Melanom-Leitlinie der AWMF Version 1.0 (Leitlinienprogramm
Onkologie 2013) nachgesorgt und behandelt. Zudem wurden alle histopathologi-
schen und laborchemischen Untersuchungen nach einheitlichen Standards

durchgefihrt.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 89,9% (95% CI: 87,0%-92,8%) fiir weibliche
Patienten und bei 84,3% (81,2%-87,6%) fur mannliche Patienten. Die mediane
Tumordicke lag bei 1,80 mm und eine Ulzeration konnte in 30,4% der Félle fest-
gestellt werden. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen anderer grol3er
Studien zum malignen Melanom, weshalb von einer Reprasentativitat dieser Da-
ten auszugehen ist (Balch et al. 2001, Balch et al. 2009, Amin et al. 2017, Gers-
henwald et al. 2017).
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4.2. Prognostischer Einfluss des Differentialblutbildes

Neben den allgemeinen Tumorparametern wurde in dieser Studie auch das post-
operative Differentialblutbild der Patienten, zum Zeitpunkt der Melanom-Exzision,
erfasst. Auch diese Daten wurden statistisch aufgearbeitet und auf ihre prognos-
tische Relevanz tberpruft, um festzustellen ob das Differentialblutblid von Mela-

nompatienten Einfluss auf die Prognose ihrer Erkrankung hat.

In den univariablen Regressionsanalysen stellten sich, beziglich der absoluten
Differentialblutbild-Werte, ein ANC >5800/ul (p-Wert <0,0001), ein ALC <1220/ul
(p-Wert 0,0028), ein AMC >810/ul (p-Wert 0,0025) und ein AEC <200/ul (p-Wert
0,0055) als prognostisch relevant fur das Gesamtiberleben der Patienten her-
aus. Fur die relativen Werte des Differentialblutbildes, stellten sich ein RNC
>69,7% (p-Wert <0,0001), ein RLC £17,5% (p-Wert <0,0001), ein RMC >6,6%
(p-Wert 0,028), ein REC <2,7% (p-Wert 0,0036) und ein RBC <0,6% (p-Wert
0,0075) als signifikante prognostische Merkmale fur das Gesamtiiberleben her-
aus. (Tab. 13)

Ein Zusammenhang zwischen Entstehung, Wachstum und Prognose solider Tu-
moren und den Zellen des Immunsystems ist seit einigen Jahren bekannt. So
kénnen systemische und lokale Inflammation die Tumorgenese, Metastasierung
und Prognose von Tumorerkrankungen beeinflussen (Coussens und Werb 2002,
Hanahan und Weinberg 2011, Gabrilovich et al. 2012, Diakos et al. 2014). Insbe-
sondere die Anzahl an neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Leitch et al.
2007, Kumagai et al. 2014), sowie deren Verhaltnis zur Lymphozyten-Anzahl
(NLR, LMR) im peripheren Blut, haben sich in friheren Studien als signifikante
Prognosefaktoren solider Tumoren erwiesen (Templeton et al. 2014, Nishijima et
al. 2015).

Auch beziglich des malignen Melanoms wurde vielfach versucht, Merkmale des
Differentialblutbildes nachzuweisen, die Einfluss auf die Prognose der Patienten
haben. Bisher konnte ein solcher Zusammenhang jedoch nur bei Patienten mit

fortgeschrittener Erkrankung, nachgewiesen werden (Schmidt et al. 2005,
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Donskov 2013, Cananzi et al. 2014, Rochet et al. 2015, Ferrucci et al. 2015, Va-
Ipione et al. 2015, Gandini et al. 2016, Ferrucci et al. 2016).

Bisherige Studien konnten zeigen, dass sowohl die Gesamtanzahl der Leukozy-
ten (Donskov 2013, Gandini et al. 2016), als auch jeweils die Hohe der neutro-
philen Granulozyten (Donskov 2013, Valpione et al. 2015, Ferrucci et al. 2016,
Gandini et al. 2016), der Monozyten (Schmidt et al. 2005, Rochet et al. 2015) und
deren jeweiliges Verhaltnis zur Lymphozytenzahl (NLR, LMR) (Donskov 2013,
Cananzi et al. 2014, Ferrucci et al. 2015) signifikante Prognosefaktoren des ma-

lignen Melanoms im Stadium IV darstellen.

Kirzlich wurden jedoch auch Studien veroffentlicht, die zeigen konnten, dass die
Zellen des Differentialblutbildes auch im Stadium 11l und bei Hochrisiko-Patienten
im Stadium 1l eine prognostische Rolle fir Melanompatienten spielt. Dabei stell-
ten sich die NLR und der AMC als signifikante Risikofaktoren heraus (Gandini et
al. 2016, Lino-Silva et al. 2017, Davis et al. 2017). Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass mit 45,2%, 36,5% bzw. 49,3% jeweils die Gruppe der Stadium-Ill Melanom-
patienten Uberreprasentiert war und die Studien entweder eine hohe Anzahl an
Hoch-Risiko-Patienten mit einer medianen Tumordicke von 3,0 mm enthielten
(Lino-Silva et al. 2017) oder Patienten mit einem TNM-Stadium von T2a oder
niedriger ausschlossen wurden (Davis et al. 2017). Im Gegensatz zu bisherigen
Studien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Hohe der neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten sowie der NLR, auch in einer unselek-
tierten Kohorte von Stadium I-lll Patienten, Einfluss auf das Gesamtuberleben
der Patienten hat, und das obwohl sich ein Grof3teil der Patienten (46,0%) im
Stadium | befand.

Trotz ihres vielfach nachgewiesenen Einflusses auf die Immuncheckpoint-Inhibi-
tion mit CTLA-4 oder PD1-Antikdrpern (Delyon et al. 2013, Gebhardt et al. 2015,
Weide et al. 2016, Martens et al. 2016, Moreira et al. 2017), wurde der Einfluss
der eosinophilen Granulozyten auf die Prognose von Melanompatienten, im Ge-
gensatz zu dieser Studie, in aktuellen Studien nicht dargelegt (Gandini et al.
2016, Lino-Silva et al. 2017, Davis et al. 2017). Dabei wurde ihr aktiver Einfluss

auf die kdrpereigene Immunantwort gegen Malignome, durch chemotaktische
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Fuhrung von CD8(+) T-Zellen in den Tumor, bereits nachgewiesen (Carretero et
al. 2015). Diese Annahme konnte in dieser Kohorte bekraftigt werden, da gezeigt
werden konnte, dass eine hohe absolute Zahl bzw. ein hoher relativer Anteil an
eosinophilen Granulozyten mit einem verbesserten Gesamtuberleben der Pati-

enten einherging.

Auch Uber den Einfluss von basophilen Granulozyten auf die immunologischen
Prozesse rund um einen malignen Tumor war lange wenig bekannt, bis kirzlich
festgestellt wurde, dass basophile Granulozyten, ebenfalls durch Chemotaxis,
die Infiltration von CD8(+) T-Zellen in den Tumor, und damit die kdrpereigene
Tumorabwehr, unterstiitzen (Sektioglu et al. 2017). Das verbesserte Gesamt-
Uberleben dieser Kohorte bei einem hohen relativen Anteil an Basophilen im pe-

ripheren Blut steht mit dieser Erkenntnis in Einklang.

Aus den signifikanten Risikofaktoren in Bezug auf das Differentialblutbild, wurde
jeweils ein Score fur die vier Risikofaktoren der absoluten Differentialblutbild-
Werte (ADBC-Score) und ein Score fir die funf Risikofaktoren der relativen Blut-
bildwerte (RDBC-Score) errechnet.

In der multivariablen Cox-Regressionsanalyse zeigte sich, dass der ADBC-Score
ab dem Vorliegen von >1 Risikofaktor, auch bei Mitbetrachtung der anerkannten
prognostischen Faktoren des malignen Melanoms, einen unabhangigen signifi-
kanten prognostischen Faktor fur das Gesamtuberleben der hier betrachteten
Melanompatienten der Stadien I-1ll darstellte. (Tab. 14)

In dieser Kohorte konnte erstmals nachgewiesen werden, dass bestimmte Werte
des Differentialblutbildes, nicht nur bei Hochrisiko-Patienten in fortgeschrittenem
Tumorstadium, sondern auch bei einer breiten unselektierten Kohorte kurz nach
Diagnose eines primaren kutanen Melanoms, signifikanten Einfluss auf die Prog-
nose hat. AuRerdem zeigte sich, dass diese Differentialblutbild-Werte vor allem
in Form eines Scores aller Risikowerte, auch unabhangig von gangigen Risiko-
faktoren, mit einem signifikant verringerten Gesamtiiberleben von Melanompati-

enten in den AJCC Stadien I-lll assoziiert sind.
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Diese Studie ist somit die erste, die einen signifikanten Zusammenhang zwischen
verschiedenen Leukozyten-Typen und dem Gesamtiberleben von Melanompa-
tienten der AJCC-Stadien I-IIl beschreibt. Vor allem die eosinophilen und baso-
philen Granulozyten sollten in weiteren Studien auf ihren immunologischen und
prognostischen Einfluss auf das maligne Melanom untersucht werden. Auch die
Relevanz von Risiko-Scores des Differentialblutbildes in Bezug auf die Prognose
von Melanompatienten sollte in weiteren Untersuchungen Uberprift werden.
Neue Erkenntnisse legen nahe, dass Verédnderungen im peripheren Blutbild
Folge einer, moglicherweise noch unerkannten, Metastasierung sein kdnnten
und interessanterweise sogar ein, von der Tumorlast unabhangiger, Ausdruck
einer systemisch relevanten tumorinduzierten Immunsuppression darstellen
konnten (Lee et al. 2020, Yu et al. 2021). Diese Erkenntnisse bergen langfristig
die Chance Melanompatienten bereits bei Diagnosestellung genauer beziglich
ihres individuellen Risikos einzuteilen, gegebenenfalls friher zu behandeln und
die immunologischen Prozesse rund um das Melanom besser zu verstehen, um
eventuell weitere therapeutische Konzepte zu entwickeln und letztlich die Sterb-

lichkeit des malignen Melanoms zu verringern.

4.3. Prognostischer Einfluss der Regression

Die vertikale Tumordicke des Primarmelanoms nach Breslow und das Vorhan-
densein einer Ulzeration sind in der aktuellen AJCC-Klassifikation die Hauptkri-
terien zur Graduierung des nicht-metastasierten (Stadium I-1I) Melanoms (Gers-
henwald et al. 2017). Die prognostische Relevanz dieser histopathologischen
Merkmale konnte in einer Vielzahl unabhangiger Studien nachgewiesen werden
(Balch et al. 2001, McMasters et al. 2001, Elder et al. 2005, Barlett et al. 2015,
Kibrite et al. 2016, Haenssle et al. 2016). Auch in dieser Arbeit, konnten die etab-
lierten prognostischen Merkmale des malignen Melanoms, bezuglich ihres Ein-
flusses auf das Gesamt- bzw. Ruckfallfreie Uberleben von Melanompatienten,
bestatigt werden (Tab. 14, 17 und 22: p-Werte <0,0001). Eine Ulzeration trat in
30,4% der Falle (n=448) auf, die mediane vertikale Tumordicke nach Breslow

betrug 1,80 mm.
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Bei der histopathologischen Untersuchung von resezierten Primarmelanomen
wird seit einiger Zeit ebenfalls untersucht, ob das vorliegende Melanom eine Re-
gression aufweist (Leitlinienprogramm Onkologie 2013). In dieser Studie wurde
unter anderem der prognostische Einfluss dieser Gro3e auf das Outcome der

Patienten Gberpruft.

Bei dieser Analyse lag der Anteil der regressiven Melanome bei 14,8%, in frihe-
ren Studien lag dieser bei etwa 10-35% (Blessing et al. 1990, Ribero et al. 2016).
Eine Erklarung fur diesen vergleichsweise niedrigen Anteil an regressiven Mela-
nomen koénnte die in dieser Kohorte, gegentber friheren Untersuchungen
(Garbe et al. 2000), erhohte mediane Tumordicke von 1,80 mm darstellen. Diese
lasst sich dadurch erklaren, dass in dieser Studie lediglich Patienten erfasst wur-
den, die eine SNB erhalten haben, deren Tumordicke also in der Regel mindes-
tens 0,75 mm betrug. AuRerdem wurden diejenigen Melanome mit einer Tumor-
dicke <1,00 mm meist im niedergelassenen Bereich reseziert und sind daher
nicht in diesen Datensatz vom UKT mit eingeflossen. Dass eine zunehmende
Tumordicke mit einer abnehmenden Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen einer
Regression einhergeht, deutete sich bereits in friiheren Studien an (Morris et al.
2008, Burton et al. 2011). Die hier prasentierten Daten stehen in Einklang mit

dieser Annahme.

Dass die Ergebnisse der relativen Haufigkeit von Regression in Melanomen von
Studie zu Studie ein grof3es Intervall aufweisen, ist vermutlich darin begrindet,
dass es bisher keine verbindlichen Standards zur histopathologischen Definition
der Regression gibt (Aung et al. 2017). Besonders in der frihen Phase der Re-
gression, in der es nur kleine T-Zell-Nester und Nekroseherde gibt, wurde weder
national noch international ein Standard etabliert, ab wann von einer Regression
zu sprechen ist (Requena et al. 2009, Botella-Estrada et al. 2014,). An der Uni-
versitatsklinik Ttbingen und damit in dieser Studie wurden alle Melanome, be-
zuglich des Vorliegens einer Regression, analog zu Aung et al., welcher erst ab
einem spaten Regressionsstadium von einer Regression spricht, bewertet (Aung
et al. 2017). Auch das bietet eine Erklarung, warum regressive Melanome in die-

ser Studie gegenuber friheren Beobachtungen unterreprésentiert sind.
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Die ermittelten Pradiktoren fur das Auftreten einer Regression von Melanomen
(Tab. 15), namlich méannliches Geschlecht, zunehmendes Patientenalter, super-
fiziell spreitender Subtyp, axiale Lokalisation und fehlende Ulzeration, decken
sich mit den Erkenntnissen vorhergegangener Studien (Kelly et al. 1985, Morris
et al. 2008, Ribero et al. 2013, Botella-Estrada et al. 2014). Des Weiteren hat sich
in dieser Arbeit gezeigt, dass das Vorliegen einer Regression, in Kongruenz zum
aktuellen Kenntnisstand der Forschung (Kaur et al. 2008, Morris et al. 2008,
Ribero et al. 2013, 2015 und 2019, Aung et al. 2017), einen signifikanten Faktor
fur das Vorliegen eines metastasenfreien Wachterlymphknotens darstellt
(Tab. 15: p-Wert 0,043).

AulRerdem ist diese Arbeit die erste, die einen Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen einer Regression und einer Navusassoziation beschreibt (Tab. 15: p-
Wert <0,0001). Eine mogliche Erklarung fur diese interessante Beobachtung
konnte die jeweilige Korrelation von Regression und Navusassoziation mit gerin-
ger Tumordicke sowie superfiziell spreitenden Melanomen sein (Blessing und
McLaren 1992, Sagebiel 1993, Skender-Kalnenas et al. 1995, Bevona et al.
2003, Haenssle et al. 2016, Pampena et al. 2017). Es ist also weitere Forschung
zur Assoziation von Regression und Navusassoziation notwendig, um einen sta-
tistischen Zufall, aufgrund der Korrelation beider Faktoren mit superfiziell sprei-
tendem Subtyp und geringer Tumordicke, auszuschlieen und um die Unter-
schiede zwischen néavusassoziierten regressiven Melanomen und nicht regressi-
ven de-novo-Melanomen zu ergriinden. Da ein Zusammenhang zwischen haufi-
gen Sonnenbranden und névusassoziierten Melanomen besteht (Carli et al.
1999) und vermutet wird, dass eine UV-bedingte Mutationsneigung der DNA mit
einer erhohten Immunogenitat von Melanomen einhergehen und somit zu Re-
gression filhren konnte (Danilova et al. 2016, Lauss et al. 2017, Dodds et al.
2019), ware also denkbar, dass ein Zusammenhang zwischen haufigen Sonnen-
branden und der Regression von Melanomen besteht. Diese Hypothese bietet

ein neues Konzept und kénnte in zukinftigen Studien weiter untersucht werden.

Ob und welche Rolle das Vorhandensein einer histopathologischen Regression
des priméren Melanoms fir die Prognose des Patienten spielt, wird seit Jahrzen-
ten kontrovers diskutiert (Kelly et al. 1985, Aung et al. 2017).
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So gibt es Studien, wonach das Vorkommen von Melanom-Metastasen bei voll-
standig regressiven Melanomen oder ,melanoma of unknown primary“ (MUP) als
Evidenz fur die negativen Auswirkungen der Regression angenommen wurde
(Pack und Miller 1961, Smith und Stehlin 1965, Bottger et al. 1992, Shai et al.
1994, High et al. 2005, Emanuel et al. 2008). Als Griunde fir die vermeintlich
schlechtere Prognose, wurden eine verspatete Diagnose und/oder eine Verfal-
schung der Tumordickenmessung durch Vorliegen einer Regression vermutet
(Slingluff et al. 1988, Blessing et al. 1990). Einige Autoren schlugen das Vorliegen
einer Regression sogar als Indikation fir eine Wachterlymphknotenexstirpation
vor (Shaw et al. 1989, McMasters et al. 2001, McClain et al. 2012, Botella-Est-
rada et al. 2014). So wurde bis ins Jahr 2008 bei Melanompatienten bereits ab
einer Tumordicke <1,0 mm eine SNB durchgefuhrt, wenn das Melanom eine Re-
gression aufwies. Diese Vorgehensweise wurde nicht weiter verfolgt, da es an
Daten fehlte, die den Nutzen dieser Behandlung bei diesen Patienten nachwei-
sen konnten (Morris et al. 2008, Testori et al. 2009).

Insgesamt gilt es zu beachten, dass ein Grol3teil der Studien, die der histopatho-
logischen Regression einen negativen Einfluss auf die Prognose bescheinigten
zwischen 1970 und 1995 entstanden sind (Gromet et al. 1978, Paladugu und
Yonemoto 1983, Sondergaard und Hou-Jensen 1985, Naruns et al. 1986, Ronan
et al. 1987, Slingluff et al. 1988, Shaw et al. 1989, Clark et al. 1989, Blessing und
McLaren 1992). AuRerdem ist der Anteil von regressiven Melanomen je nach
Studie sehr unterschiedlich, was darauf schlie3en lasst, dass nicht immer die-
selbe histopathologische Definition flr Regression verwendet wurde. So berich-
ten zum Beispiel Shaw et al. 1989 sogar von einer Regressionsquote von 61%
(Shaw et al. 1989). Des Weiteren war man damals gezielt auf der Suche nach
einem negativen prognostischen Merkmal diinner Melanome, weil es die Hypo-
these gab, dass es ein histopathologisches Merkmal geben misse, welches dazu
fuhrt, dass auch diinne Melanome schnell metastasieren konnen (Slingluff et al.
1988). Es gilt jedoch zu beachten, dass damals die Diagnose von diinnen malig-
nen Melanoms haufig erst durch die Metastasierung gestellt wurde. Das Auftre-
ten von Metastasierung bei dinnen regressiven Melanomen, auf die sich die

oben genannten Studien beziehen, kdnnte also eine statistische Koinzidenz und
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die Metastasierung eigentlich auf dem Boden eines okkulten Melanoms gesche-
hen sein. Wenn die Autoren nur diejenigen Melanome betrachtet haben, die bis-
her noch nicht metastasiert waren, liel3 sich keine Prognoseverschlechterung
durch Vorhandensein einer Regression des Primarmelanoms nachweisen (Sling-
luff et al. 1988, Shaw et al. 1989, McClain et al. 2012). Trotzdem kommen auch
neuere Analysen zu dem Schluss, dass das Vorliegen einer Regression keinen
oder sogar einen negativen Einfluss auf die Prognose von Melanompatienten ha-
ben kdnnte (Guitart et al. 2002, Morton et al. 2005, Kruper et al. 2006, Mandala
et al. 2009, Burton et al. 2011).

Mitte der 1990er Jahre entstand die Uberlegung, dass eine Regression als Indi-
kator fur das Vorliegen einer funktionierenden Immunreaktion des Kérpers ge-
deutet werden koénnte (Ferradini et al. 1993, Mackensen et al. 1993 und 1994,
Wagner et al. 1998). Auch aktuellere Studien unterstitzen diese These, indem
sie eine Assoziation zwischen der histopathologischen Regression und einem
negativen LK-Status, sowie einer verbesserten Prognose von Melanompatienten
nachweisen konnten (Kaur et al. 2008, Morris et al. 2008, Ribero et al. 2013, 2015
und 2019, Aung et al. 2017).

Aufgrund der, trotz jahrzehntelanger Forschung, immer noch unklaren Signifi-
kanz der histopathologischen Regression von Melanomen fir die Prognose der
Patienten, liefert diese Analyse von mehr als 1100 Patienten weitere interessante
Daten, basierend auf einer institutsspezifisch einheitlichen und klaren Definition
der histopathologischen Regression, die sich an den von Aung und Kollegen de-

finierten Kriterien orientiert (Aung et al. 2017).

Bezlglich der Langzeitprognose dieser Kohorte ergab sich in der univariablen
Analyse ein signifikant langeres Ruickfallfreies Uberleben bei Patienten, deren
Melanom eine Regression aufwies, gegentber Patienten, deren Melanom keine
Regression aufwies (Tab. 16: p-Wert 0,00029; HR 0,47 (0,31-0,71)). Dieser
Trend zeigte sich auch in der Analyse der 5-Jahres-Riickfallfreie-Uberlebensra-
ten. Selbst in der multivariablen Analyse stellte sich die Regression, unter Hinzu-
nahme der anerkannten prognostischen Faktoren, als unabhangiger signifikanter
prognostischer Vorteil in Bezug auf das RFS heraus (Tab. 17: p-Wert 0,0078, HR
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0,57 (0,38-0,86)), wobei sich dieser Vorteil insbesondere bei diinnen Melanomen
nachweisen lie3 (Tab. 18). Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Er-
kenntnissen einer Studie von Ribero et al., in der ein signifikanter Einfluss der
Tumordicke auf die histopathologische Regression nachgewiesen werden
konnte, woraus eine abnehmende prognostische Aussagekraft der Regression

mit zunehmender Tumordicke resultiert (Ribero et al. 2013).

Das Vorhandensein einer Regression spielt bisher keine Rolle in den Empfehlun-
gen der AJCC und der nationalen S3-Leitlinie. Ihre Erhebung wird lediglich emp-
fohlen, hat jedoch keine Auswirkung auf die Klassifikation der Patienten. Den-
noch gibt diese Arbeit Hinweise darauf, dass das Vorhandensein einer Regres-
sion einen, von den etablierten Risikofaktoren unabhangigen, Prognosefaktor fur
ein signifikant verlangertes Riickfallfreies Uberleben von Melanompatienten im
Stadium I-IIl darstellt und unter Umstanden in die AJCC-Klassifikation, insbeson-

dere dinner Melanome, einflieRen sollte.

Aulerdem konnte diese Studie weitere Evidenz generieren, die zeigt, dass Re-
gression hinsichtlich Pathogenese und zur Identifikation immunvermittelter Pro-

zesse im primaren kutanen Melanom weiter untersucht werden sollte.

4.4. Prognostischer Einfluss der LDI im Vergleich zur

konventionell-pathologischen Aufarbeitung des SN

Des Weiteren héngt die Prognose von Melanompatienten sehr stark von ihrem
Lymphknotenstatus ab (Balch et al. 2009, Gershenwald et al. 2017). Eine unge-
naue Untersuchung des Wachterlymphknotens kann eine Unterschéatzung der
Erkrankung des Patienten und das Ausbleiben wichtiger Therapieschritte bedeu-
ten. Deshalb wurde in dieser Studie ein innovatives Verfahren zur quantitativen
Untersuchung des Wachterlymphknotens von Melanompatienten untersucht,

welches in Tubingen entwickelt wurde.

Die sogenannte Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytologie, kurz LDI, wird

seit 2008 regelhaft in der Dermatologie der Universitatsklinik Tubingen
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angewandt, insofern bei der SNB ein SN identifiziert werden kann und dieser
grol3 genug fur eine Langsteilung ist, um ihn im Anschluss sowohl konventionell-
pathologisch als auch per LDI auf Tumorzellen zu untersuchen. Zuvor wurde das
Verfahren von 2000 bis 2008 bei tiber 1000 Melanompatienten der Universitats-
Hautklinik Tubingen prospektiv erprobt und verifiziert (Ulmer et al. 2014). Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Anzahl der auf diese Art identifizierten
Tumorzellen (DCCD: engl. disseminated cancer cell density) einen quantitativen
unabhangigen Risikofaktor fir den Tod darstellt (UImer et al. 2014, 2018) und
dass ein positives Ergebnis der LDI signifikant mit einem verringerten Gesamt-
Uberleben einhergeht (Ulmer et al. 2005, 2014). AuRerdem konnte gezeigt wer-
den, dass die LDI einen starkeren Préadiktor fir den Tod darstellt, als die konven-
tionell-pathologische Wachterlymphknotenuntersuchung (Ulmer et al. 2005,
2014). Zudem korreliert die Hohe der DCCD mit der Tumordicke des Primarius
(Ulmer et al. 2005).

Seit 2008 wurde die LDI in der Universitatsklinik Tibingen, sofern moglich, bei
jedem Melanompatienten durchgefihrt, dem ein oder mehrere Wéachterlymph-
knoten entnommen wurden. In dieser Dissertation sollte nun die Genauigkeit und
prognostische Relevanz der LDI, anhand noch nicht wissenschatftlich analysierter

Patientendaten, erneut validiert werden.

Insgesamt konnte in dieser Studie bei 95,7% (n=1411) der durchgefiihrten SNB
ein Wachterlymphknoten identifiziert, gefahrlos entnommen und konventionell-
pathologisch untersucht werden, wobei in 11,8% (n=167) der Falle eine Lymph-
knotenmetastase nachgewiesen werden konnte. Von den 1411 erfolgreich ent-
nommenen Lymphknoten waren 77,2% grofl3 genug, um geteilt und zusatzlich per
LDI untersucht zu werden, wobei in 26,1% der Falle Tumorzellen, also eine

DCCD >0/Mio., nachgewiesen werden konnten.

In der multivariablen Analyse der LDI zusammen Geschlecht, Alter, Tumordicke,
Ulzerationsstatus und konventionell-pathologischem Lymphknotenstatus konnte
gezeigt werden, dass eine DCCD >10/Mio. einen signifikanten, unabh&ngigen,
prognostischen Faktor in Bezug auf das Riickfallfreie Uberleben der Patienten

darstellte und dass die LDl auch in dieser Kohorte von Uuber 1000
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Melanompatienten einen starkeren Pradiktor fur einen Rickfall darstellte, als die

konventionelle Untersuchung des SN. (Tab. 22)

Interessanterweise konnte von den 1244 konventionell-pathologisch negativ ge-
testeten Lymphknoten in 180 Fallen (14,5%) in der LDI eine DCCD >0/Mio., also
zumindest einzelne Tumorzellen, nachgewiesen werden (Tab. 23). Zur Aufarbei-
tung dieser Beobachtung wurde im Anschluss eine univariable Analyse aller Pa-
tienten, deren Wachterlymphknoten primar negativ getestet wurde, in Bezug auf
die DCCD durchgefiihrt (Tab. 24, Abb. 6). Es zeigte sich, dass jene Patienten mit
einer DCCD >0/Mio. ein signifikant verkiirztes Riickfallfreies Uberleben (Tab 24:
p-Wert <0,0001) und eine deutlich reduzierte 5-Jahres-Ruickfallfreie-Uberlebens-
rate, gegentber den Patienten deren LDI ebenfalls negativ ausfiel, aufwiesen
(85,1% vs. 91,6%).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Lymphknoten-Disaggregations-Immunzytolo-
gie eine sinnvolle Erganzung zur konventionell-pathologischen Wéchterlymph-
knotenuntersuchung darstellt, da sie 180 Patienten detektieren konnte, deren SN
Tumorzellen enthielt, die mit der singularen Verwendung der konventionell-pa-
thologischen Untersuchung nicht detektiert wurden. Aufl3erdem konnte in der mul-
tivariablen Cox-Regressionsanalyse gezeigt werden, dass die LDI in dieser Ko-
horte einen, von der konventionell-pathologischen Lymphknoten-Untersuchung
und anderen bekannten Risikofaktoren, unabhangigen signifikanten Risikofaktor

fur einen Melanom-Ruckfall darstellte.

Die LDI ist also ein interessantes Verfahren zur Lymphknotenuntersuchung bei
Melanompatienten, das eine Erganzung zur konventionell-pathologischen SNB
darstellt, um mehr Lymphknotenmetastasen, bereits in einem frihen Stadium der
Melanom-Erkrankung, zu detektieren, die Tumorlast zu quantifizieren und die Pa-
tienten so frihestmoglich optimal einschatzen und behandeln zu kdénnen. Sie
sollte also zunehmend angewandt werden, um ihre Vorteile gegentber der kon-

ventionellen Untersuchung des SN weiter untersuchen zu kdnnen.
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4.5. Limitationen dieser Studie

Eine potentielle Limitation dieser Studie liegt in ihrem retrospektiven Charakter.
Allerdings wurden alle hier erfassten Patienten anhand der gleichen TNM-Klas-
sifikation von 2009 (Balch et al. 2009) klassifiziert und einheitlich behandelt. Die
Auswahl der Patienten erfolgte systematisch und unwillktrlich, um Selektionsfeh-
ler zu vermeiden. Auch die Tatsache, dass alle hier erfassten Patienten zu Be-
ginn am selben Zeitpunkt ihrer Melanom-Erkrankung, namlich der SNB, standen
und danach nach denselben Richtlinien weiterbehandelt und nachuntersucht
wurden, verringert die Fehleranfalligkeit dieser Studie (Leitlinienprogramm Onko-
logie 2013).

Eine weitere potentielle Limitation dieser Studie besteht darin, dass nur Patienten
erfasst wurden, die flr eine SNB geplant waren, deren Melanom also aufgrund
einer erhéhten Tumordicke oder des Vorliegens besonderer Risikofaktoren eine
Diagnostik der ableitenden Lymphbahnen notwendig machte. Hierdurch zeit sich
eine, gegenuber dem zentraleuropaischen Mittel von 0,8 mm (Garbe et al. 2000),
deutlich erh6hte mediane Tumordicke von 1,80 mm in dieser Kohorte. Auf3erdem
werden Melanome <1 mm Tumordicke haufig im niedergelassenen Bereich re-
seziert, konnten also nicht in diesen Datensatz des Universitatsklinikum Tubin-
gen einflielBen. Trotzdem wurden in dieser Kohorte 177 Melanome (12%) mit ei-

ner Tumordicke £1 mm erfasst und untersucht.

Bezuglich der histopathologischen Untersuchung wurden sowohl die Proben des
Primarmelanoms, als auch die Proben der SNB standardisiert nach den gleichen
Kriterien befundet und der Befund danach unveréandert statistisch erfasst, was

einen histopathologischen Bias reduziert.

Bei der Untersuchung des Differentialblutbildes wurden alle Blutproben am Mor-
gen nach der chirurgischen Exzision des Primarmelanoms entnommen und im
selben zertifizierten Routinelabor analysiert. Zusatzlich zur Abhangigkeit der Blut-
bild-Ergebnisse von der Qualitat der Blutentnahme, stellt sich die Frage, ob der
vorangegangene chirurgische Eingriff Einfluss auf das Differentialblutbild der Pa-
tienten gehabt haben konnte. Es ist bekannt, dass nach grof3en invasiven
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Operationen, wie z.B. der Whipple-OP, bereits am Folgetag erhdéhte Leukozyten-
werte festgestellt werden kénnen (Welsch et al. 2008, Deitmar et al. 2009). Im
Gegensatz zu diesen Operationen, mit hoher Morbiditat und signifikanter Morta-
litat, ist die Invasivitat einer lokalen Melanom-Exzision auch bei gleichzeitiger
Wachterlymphknotenoperation sehr gering (Wagner et al. 2020). Der postopera-
tive mediane Leukozytenwert dieser Patientenkohorte (7175 /ul) ist zudem ver-
gleichbar mit dem préoperativer Kohorten, was ebenfalls gegen eine Erhdhung
der Leukozyten am ersten postoperativen Tag nach lokaler Tumorexzision
spricht (Welsch et al. 2008, Deitmar et al. 2009). Lediglich bei 75 der 1475 Pati-
enten (5,1%) konnte ein erhdhter Leukozytenwert >11.000/pl festgestellt werden.
AulRRerdem wurde die lokale Melanom-Exzision bei allen Patienten in lokaler Tu-
meszenzanasthesie durchgefihrt. Keiner der Patienten erhielt eine Vollnarkose,
die zu einer Verschiebung des Differentialblutbildes hatte fihren kénnen. Es ist
also davon auszugehen, dass die perioperativ entnommenen Blutbildwerte nicht
signifikant von der vorausgegangenen Melanom-Exzision beeinflusst wurden.
(Wagner et al. 2020)

Die doppelte Untersuchung des Wéachterlymphknotens per konventioneller histo-
pathologischer Aufbereitung und zusatzlich per LDI birgt einen Schwachpunkt,
da der Lymphknoten hierzu immer geteilt werden muss um beide Untersuchungs-
methoden zu ermdglichen. Es ist durchaus denkbar, dass sich zum Beispiel nur
in einer Halfte des Lymphknotens Tumorzellen befinden und die konventionell-
pathologische Untersuchung, in den zuvor genannten 180 Féllen, keine SN-Me-
tastase erkennen konnte, da in dieser Halfte des SN zufallig keine Tumorzellen
vorhanden waren. Es ware allerdings davon auszugehen, dass sich solch un-
gluckliche Lymphknotenteilungen bei 1411 untersuchten Lymphknoten statis-
tisch gleichférmig auf beide Untersuchungen verteilten. Somit missten auch bei
negativer LDI ein zweistelliger Prozentsatz der Lymphknoten konventionell-pa-
thologisch positiv ausgefallen sein. Diese Annahme war jedoch nicht nachzuwei-
sen (Tab. 23: 14,5% vs. 2,6%). Damit ist eine zufallige Mehrzuteilung von tumor-
zell-haltigen Lymphknoten-Halften zur LDI-Gruppe als unwahrscheinlich zu er-

achten.
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5. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist einer der haufigsten bosartigen Tumoren in Deutsch-
land, welcher durch seine Neigung friih zu metastasieren und seine steigende
Inzidenz eine unberechenbare Gefahr darstellt (Robert-Koch-Institut 2019). Des-
halb ist es wichtig, diese Erkrankung anhand von prognostischen Risikofaktoren
friih einschatzen und stratifizieren zu kdnnen. Nur so kdnnen besonders gefahr-
dete Patienten rechtzeitig identifiziert und dementsprechend engmaschig kontrol-
liert und behandelt werden. Ziel dieser retrospektiven Studie war die Detektion
genau solcher Risikofaktoren, die bisher nicht fest in den geltenden Leitlinien ver-
ankert sind. Hierzu wurden 1475 Melanompatienten der Stadien I-lll analysiert,
bei denen in den Jahren 2010 bis 2015 eine SNB in Tubingen erfolgte und deren
Krankheitsverlauf bis Juli 2018 beobachtet, wobei sich die Verteilung auf Stadium

| (46%) und 1l (41,4%) als ausgeglichen erwies.

Zunachst wurde der Einfluss der Differentialblutbild-Werte, am Morgen nach der
Melanom-Exzision, auf das Outcome der Patienten untersucht. Hierbei stellten
sich ein hoher absoluter Neutrophilen- sowie Monozyten-Wert und ein niedriger
absoluter Lymphozyten- sowie Eosinophilen-Wert als signifikante Risikofaktoren
fur ein verkirztes Gesamtuberleben heraus. Anschlieend wurde aus diesen Ri-
sikofaktoren ein kombinierter Risiko-Score (ADBC-Score) gebildet, der mit jedem
vorhandenen Risikofaktor um einen Punkt steigt. Es konnte gezeigt werden, dass
in dieser Kohorte ein ADBC-Score >1, unabhangig von den bekannten Risikofak-
toren des Melanoms, signifikant mit einem verkirzten Gesamtiberleben assozi-
iert war (ADBC-Score =2: p-Wert 0,029; ADBC-Score 3-4: p-Wert <0,0001). Bis-
her konnte eine Korrelation zwischen Patienten-Prognose und dem Differential-
blutbild lediglich fiir Patienten in fortgeschrittenem Tumorstadium nachgewiesen
werden. Diese Studie zeigt zum ersten Mal, dass die Hohe bestimmter Differen-
tialblutwerte, insbesondere in Form von Risiko-Scores, signifikant mit dem Ge-

samtuberleben von Melanompatienten im Stadium I-111 korreliert.

Neben dem Differentialblutbild wurde der Einfluss der histopathologischen Re-

gression auf die Prognose der Patienten betrachtet, da dieser seit Jahrzenten
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kontrovers diskutiert wird. Die hier prasentierten Daten zeigen, dass das Vorhan-
densein einer histopathologischen Regression in den AJCC-Stadien I-1ll mit ei-
nem negativen SN assoziiert ist (p-Wert 0,043) und dass die Regression insbe-
sondere bei dunnen Melanomen (€2 mm) einen signifikanten, von den be-
kannten Risikofaktoren unabhangigen, Risikofaktor fir einen Rickfall im Sinne
einer erneuten lokalen oder metastatischen Tumormanifestation darstellt (p-Wert
0,0078). AulRerdem konnte in dieser Kohorte erstmals nachgewiesen werden,
dass eine Korrelation zwischen Regression und Navusassoziation von Melano-
men besteht (p-Wert <0,0001).

Des Weiteren wurde die LDI als innovatives quantitatives Verfahren zur Untersu-
chung des SN validiert und auf mdgliche Vorteile gegentiber der konventionellen
Vorgehensweise Uberprift. Zunachst konnte festgestellt werden, dass eine posi-
tive LDI einen starkeren unabhangigen Pradiktor fur einen Rickfall im Rahmen
der Melanom-Erkrankung darstellt, als ein mittels konventioneller Pathologie un-
tersuchter positiver Wachterlymphknoten. Auf3erdem konnte gezeigt werden,
dass in der konventionellen Lymphknoten-Untersuchung 180 Lymphknoten-Half-
ten als negativ gewertet wurden, in deren anderer Halfte jedoch in der LDI Tu-
morzellen detektiert wurden. Diese 180 Patienten hatten gegentber den Patien-
ten mit sowohl negativer Pathologie als auch negativer LDI ein signifikant erhoh-
tes Risiko fur einen Rickfall (p-Wert <0,0001), wobei sich eine zuféallige Mehrzu-
teilung von tumorzell-haltigen LK-Halften zur LDI-Gruppe als unwahrscheinlich

herausstellte.

Diese Arbeit hat wichtige klinische, histopathologische und hamatologische Fak-
toren von Melanomen, friih nach Diagnosestellung, untersucht und konnte einige
Faktoren als prognostisch relevant fur den Krankheitsverlauf der Patienten iden-
tifizieren, die bisher noch nicht Teil der geltenden Klassifikations- bzw. Behand-
lungsleitlinien sind. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die LDI eine sinn-
volle Erganzung zur konventionellen histopathologischen SN-Diagnostik dar-
stellt, um auch geringfligige LK-Metastasierungen zuverlassig detektieren bzw.
quantifizieren und somit besonders gefahrdete Patienten friih identifizieren und

behandeln zu kénnen.
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