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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie des malignen Melanoms

Die Inzidenz und Mortalitat des malignen Melanoms stieg in der kaukasischen
Bevolkerung innerhalb der letzten Jahrzehnte deutlich an (1). So hat sich die
Inzidenz des Melanoms in den letzten 50 Jahren verzehnfacht, mit bis zu 30 Fallen
von Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (2). Die héchste Inzidenzrate findet
man in Queensland/Australien, wo sich die Inzidenz des Melanoms innerhalb von 7
Jahren seit 1987 verdoppelte (1). Unter der Annahme von 15 Melanomen pro
100.000 Einwohner im Jahre 2000 sind in der Bundesrepublik Deutschland 12.000
Neuerkrankungen pro Jahr zu erwarten und mehr als 2.000 Menschen werden

innerhalb der nachsten 5 Jahre an den Folgen eines Melanoms versterben.

1.2. Metastasierung und Prognose des malignen Melanoms:

Das maligne Melanom kann sowohl auf lymphogenen Wege (80%) als auch auf
hamatogenen Wege (20%) metastasieren. Die Uberwiegende Anzahl aller Patienten
in den westlichen Landern kommt heute mit einem primaren Melanom ohne eine
klinisch erkennbare Metastasierung zur Diagnostik. Zur Evaluierung von
Prognosefaktoren wurde eine Vielzahl von Studien durchgefihrt. Die Prognose des
einzelnen Patienten im Stadium | (Tabelle | und 1) ist in erster Linie abhangig von der
vertikalen Tumordicke nach Breslow (3). Daneben existieren weitere
Prognosefaktoren wie Invasionslevel nach Clark (4), Geschlecht, anatomische
Lokalisation, histologischer Subtyp. Diese spielen bis auf den Invasionslevel bei
dinnen Melanomen (TD < 1,0 mm) eine untergeordnete Rolle.

Das American Joint Committee on Cancer (AJCC) verodffentlichte 1977 eine erste

Klassifikation unter Bertcksichtigung des Mikrostaging nach den grundlegenden



Arbeiten von Clark (1969) und Breslow (1970). In Europa wurde das Melanom nach
der TNM-Klassifikation des Melanoms der UICC (Union International Contre le

Cancer) klassifiziert.

Tabelle I: Stadieneinteilung des malignen Melanoms der UICC (Union

international Contre le Cancer)

Stadium | pT1(< 0,75 mm) NO MO
pT2 (0,75-1,5 mm)

Stadium I PT3 (1,51-4,0 mm) |NO MO

Stadium Il pT4a (=4,0 mm) NO MO
pT4b=Satelliten NO MO
Jedes pT N1(Lkmet<3cm) MO

N2(Lkmet>3cm)
Stadium IV Jedes pT Jedes N M1

pT=Primartumor
N=regionare Lymphknoten
M=Fernmetastasen

1994 passte die deutsche Dermatologische Gesellschaft (DDG) die Stadieneinteilung
weitgehend der UICC an: als wesentliche Anderung beginnt das Stadium Il mit dem

Auftreten von Satelliten- bzw. In transit Metastasen (5).




Tabelle II: Stadieneinteilung des malignen Melanoms der DDG

10-Jahresuber-

Stadieneinteilung der DDG lebensrate
Stadium 1A PT1<0,75 mm |NO MO 97%

Stadium 1B PT2(0,75-1,5) |NO MO 90%

Stadium I1A PT3(1,51-4,0) |NO MO 67%

Stadium 1B PT4(>4,0 mm) |NO MO 43%

Stadium Il1A pTa (Satelliten) | NO MO 28%

pTb (In transit)
Stadium 111B Jedes pT N1, N2 MO 19%
Stadium IV Jedes pT Jedes N M1 3%

Im Gegensatz zu der in Europa verwendeten TNM-Klassifikation wurde vom
American Joint Committee on Cancer Staging System for Cutaneus Melanoma ein
neues Staging System vorgestellt, das ab Mitte 2002 Gultigkeit hat (6-8). Hier sind
die validen Prognosefaktoren des Primartumors die Tumordicke und eine maogliche
Ulzeration des Primartumors. Weiterhin findet vor allem der Sentinel Node Status in
unterschiedlichen Schweregraden (Mikro- versus Makrometastasierung) bzw. die

Anzahl der Lymphknotenmetastasen Berucksichtigung.




Tabelle lll: Stagingsystem des American Joint Committee on Cancer:

Tabelle IlIA TNM - System

Primartumor [T]

T <1,0mm a — ohne / b — mit Ulzeration oder Clark Level IV/V
T2 1,01 —2,0mm a —ohne /b — mit Ulzeration
T3 2,01 - 4,0mm a —ohne / b — mit Ulzeration
T4 > 4,0mm a —ohne /b — mit Ulzeration

Lymphknoten [N]

N1a Befall eines LK mit Mikrometastasierung

N1b Befall eines LK mit Makrometastasierung

N2a Befall von 2 — 3 LK mit Mikrometastasierung

N2b Befall von 2 — 3 LK mit Makrometastasierung

N2c Vorhandensein von In-transit/Satellitenfilae ohne gleichzeitigen Lk-Befall

N3 4 oder mehr befallene LK oder
In-Transit/Satellitenfiliae mit LK-Befall oder
jeder PT mit Ulceration und Lk-Befall

a: Mikrometastasierung:

b: Makrometastasierung:

Fernmetastasen [M]

klinisch okkulte LK-Metastasierung, die bei LK-
Staging (z.B. via SLND) mit histologischer

Untersuchung entdeckt wird. Kein
Kapseldurchbruch.

klinisch nachweisbare LK-Metastasierung mit
Kapsel-durchbruch, evident z.B. nach

therapeutischer LK-dissektion

M1 Fernmetastasen in Haut oder Subkutis mit normalen LDH
M2 Lungenfiliae mit normalen LDH
M3 Alle anderen Fernmetastasen oder Fernmetastasen mit erhdohtem LDH



Tabelle Il B: AJCC-Klassifikation
Stadium Kriterien
0 Tis NO MO |Tis (in-situ-Melanom)
| A T1a NO MO | T< 1,0 mm ohne Ulzeration
| B T1b NO MO [ T< 1,0 mm mit Ulzeration oder Clark Level IV/V oder
T2a NO MO | T 1,01-2,00 mm ohne Ulzeration
A T2b NO MO | T 1,01-2,00 mm mit Ulzeration oder
T3a NO MO | T 2,01-4,0 mm ohne Ulzeration
B T3b NO MO | T 2,01-4,0 mm mit Ulzeration oder
T4a NO MO [ T >4,01mm ohne Ulzeration
IIC T4b NO MO [T >4,01mm mit Ulzeration
A T1-4a N1a MO |Jeder T1- T4a und 1 Lk befallen als Mikrometastasierung
B T1-4a N1b MO | Jeder T1-T4a und 1 LK-befallen als Makrometastasierung
oder
T1-4a N2a MO | Jeder T1 — T4a und 2-3 LK befallen als
Mikrometastasierung
c Jd. T N2b,N2c MO |Jeder T und 2-3 LK befallen als Makrometastasierung
oder
Jeder T und In-transit/Satelittenfiliae oder
Jeder T und > 4 Lk-Metastasen oder
Jeder T mit Ulceration und Lk-Befall
v Jd. T jd.N jd.M|Auftreten von Fernmetastasen




1.2.1. Lokalrezidive

“‘Echte Lokalrezidive” (Satellitenmetastasen) entstehen aus nicht komplett exzidierten
Primartumoren bei Erstdiagnose. Hier ist die 5 Jahresuberlebensrate beinahe
unverandert zum Kollektiv Gesunder mit 98% nach Nachexzision (9).

Sogenannte In transit Metastasen entstehen ab einer Entfernung von 5 cm ab
Exzisionsnarbe, haben aber die regionare Lymphknotenstation noch nicht erreicht.
Anders als die gerade erwahnten ,echten Lokalrezidive® (,Satellitenmetastasen®) mit
guter Prognose, ist die Prognose dieser In transit Metastasen mit 33% ahnlich einer
Lymphknotenbeteiligung (10), (11) (12-15). Daruber hinaus ist diese Form der
Metastasierung (In transit Metastasen) in ca. 86% von systemischer Metastasierung

begleitet (16).

1.2.2. Lymphknotenmetastasen

Die vorhandene oder fehlende Lymphknotenbeteiligung ist einer der zuverlassigsten
Parameter zur Prognosevorhersage bei Melanompatienten; so nimmt die 5-
Jahresuberlebensrate  deutlich ab, wenn ein Befall der regionaren
Lymphknotenstation nachgewiesen wird (17) (Tabelle V). Aufgrund des hohen
prognostischen Einflusses auf den Verlauf der Melanomerkrankung und der
therapeutischen Konsequenz, etwaige Lymphknotenmetastasen komplett entfernen
zu konnen, hat sich die Nachsorgeuntersuchung der Lymphknotenstationen im
Abflussgebiet des primaren Melanoms in regelmaliigen Intervallen als besonders
wichtig erwiesen.

Verschiedene invasive Methoden des ,Lymphknotenstaging“ wurden eingefihrt, um
die oft wenig sensitive alleinige klinische Untersuchung mit Palpation der

Lymphknoten zu unterstutzen.
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Tabelle IV: Uberleben von Patienten mit Lymphknotenmetastasen:

Uberlebensrate von Patienten mit
regionarer Lymphknotenmetastasierung

Autoren No. Uberlebensrate (%)

Pat. 5-JUR 10-JUR
Balch 1981 185 28 15
Bevilaqua 1990 197 38 33
Calabro 1989 1001 33 28
Callery 1982 150 37 34
Cascinelli 1984 | 566 33 32
Morton 1991 737 46 41
Gesamt 3836 37 32

| s

1.2.2.1 Elektive Lymphknotendissektion (ELND)

Vor der jetzt bestimmenden Ara der ,Sentinel Node Biopsy“, der Entfernung des
ersten drainierenden Lymphknotens im Abflussgebiet eines Melanoms wurde in
vielen Zentren bei Erstdiagnose bei allen Melanomen mit einer Tumordicke von mehr
als 1 mm, d.h. ,elektiv’, samtliche Lymphknoten des Abstromes entfernt als
sogenannte ,elektive Lymphknotendissektion“ (ELND) (18;19).

Die Rezidivwahrscheinlichkeit, nach der sich auch die Intensitat einer
Patientennachsorge richtet, ist von mehreren Faktoren abhangig: Bei
Erstdiagnosestellung zeigen Patienten, deren Melanom eine Tumordicke unter 1 mm

aufweisen, niedrige Raten einer Lymphknotenbeteiligung (2-3%), wohingegen
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Patienten mit Tumordicken des Melanoms von 4 mm und daruber hohe
Metastasierungsraten aufweisen (>70%)(20). Der mogliche Vorteil einer
prophylaktischen Lymphknotendissektion wurde fur die Melanompatienten mit einem
Primartumor von intermediarer Tumordicke (1-4 mm) gesehen, die eine 3-
Jahreswahrscheinlichkeit fur regionare Lymphknotenmetastasen zwischen 25-30%
zeigen, aber nur eine 5-Jahreswahrscheinlichkeit fur eine Fernmetastasierung von 8-
30% (21). Jedoch gab es hinsichtlich der Wertigkeit der ELND immer wieder
kontroverse Ergebnisse auf. So spricht eine 10 Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit
von 75% fur Melanompatienten mit Primarmelanom und fehlender Kklinischer
Lymphknotenbeteiligung und von 25% bei Lymphknotenbeteiligung fur eine ELND.
Jedoch haben nur 20% der Patienten mit fehlender klinischer
Lymphknotenbeteilgung und Primarmelanomen von intermediarer Dicke einen
Nachweis von Lymphknotenmetastasen, der Uber eine ELND gelingt (22). Zusatzlich
wurden mehrere grof3e, randomisierte Studien zur Wertigkeit der ELND durchgefuhrt
worden, die es nicht vermochten, einen deutlichen Uberlebensvorteil nachzuweisen
(18;23;24). So konnten nur einige Subgruppen (Melanompatienten, die 60 Jahre und
junger waren und ein nichtulzeriertes Melanom mit einer intermediarenTumordicke
zwischen 1 und 2 mm Tumordicke aufwiesen) (18) von einer elektiven
Lymphknotendissektion profitieren, die jedoch von einer betrachtlichen Morbiditat wie
Lymphoédem, rezidivierenden Wundinfektionen etc. begleitet war. (19). Aufgrund der
widerspruchlichen Ergebnisse der ELND verzichteten die meisten Melanomzentren in
Europa auf eine ELND wund fuhrten eine konsequente Nachsorge der
Melanompatienten ein, um Lymphknotenmetastasen rasch zu entdecken und nur bei

diesen Patienten eine radikale Lymphknotendissektion durchzufuhren.
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Anders als in den Vereinigten Staaten Ublich, verbleibt der Melanompatient in Europa
von der Primardiagnose an uber operative MaRnahmen, Nachsorge aber auch im
Falle  einer  disseminierten Metastasierung zur  Durchfihrung  von
Chemoimmunotherapien kontinuierlich in der Betreuung des Dermatologen.

Ab 1990 wurde vor allem in deutschen Melanomzentren begonnen, in einigen Teilen
Europas den Ultraschall der Lymphknoten im Abstromgebiet zusatzlich in der
Melanomnachsorge einzufuhren, um den befallenen Lymphknoten sicherer als mit
reiner Palpation zu entdecken. Zur etwa gleichen Zeit begannen Morton et al in den
USA die lymphatischen Abflusswege des Melanoms via Lymphknotenszintigraphie

und Sentinel Node Dissektion ndher zu charakterisieren (25) (26;27).

1.2.2.2 Sentinel Node - diagnostische und biologische Bedeutung

Diese Form des ,Lymphknotenstaging“ entstand aus dem Wunsch, klinisch okkulte
Metastasen so fruh wie mdglich zu entdecken, ohne dabei eine komplette
Lymphknotendissektion mit deren Nebenwirkungen durchfuhren zu mussen. Das
Konzept wurde zunachst 1980 von Catalona bei Patienten mit Peniscarcinomen
vorgestellt, da diese Erkrankung ebenfalls haufig mit einer Metastasierung der
inguinalen und iliakalen Lymphknoten einhergeht (28).

Der ,Sentinel Node®, auch als ,Wachterlymphknoten“ bezeichnet, ist definiert als der
erste Lymphknoten im Abstromgebiet, der die efferenten Bahnen drainiert, die ihren
Ursprung am Primartumor haben (29). Zunachst wurde die Sentinel Node Detektion
mit reiner intraoperativer Anfarbung mittels Patentblau durchgefuhrt. Mit dieser
Methode betrug die Rate identifizierter Sentinel Nodes zwischen 74% (30) und 82%
(29). Seit dieser Zeit wurde die Sentinel Node Technologie standig verfeinert. So
konnte die Entdeckungsrate durch zusatzliche Durchfuhrung einer praoperativen
Lymphszintigraphie mit Technetium 99- Albumin verbessert werden. Mit einer

Gammasonde misst man die Radioaktivitat entlang des lymphatischen Abflusses
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intraoperativ . Bei kombinierter Anwendung der beiden Techniken wird eine
Detektionsrate des Sentinel Node zwischen 96 und 98% erreicht (31;32) (6){Balch,
Buzaid, et al. 2000 91 /id}. Ein sogenanntes ,Bypassing”“ des Sentinel Node, wird in
der Literatur selten beschrieben (33). Eine grolRere Studie an 765 Sentinel Node
Biopsien zeigte, dass nie ein dritter Lymphknoten befallen war, wenn der erste und
ein nachfolgender Lymphknoten unauffallig waren (34). Anstelle der aufwendigen
histologischen Aufarbeitung einer gesamten Lymphknotenstation, konnte nun das
Augenmerk auf die wenigen Sentinel Nodes gerichtet werden, die mit Serienschnitten
und immunhistochemischen Farbemethoden speziell aufgearbeitet werden konnten.
Aber auch hier wurde die Zahl der tatsachlich befallenen Lymphknoten noch
unterschatzt, was die erhdhte Rezidivneigung der Patienten zeigte, bei denen
zusatzlich von histologisch negativen Sentinel Nodes mittels Single oder Multi-
Marker-RT-PCR positive Ergebnisse gefunden wurden (35-38). Derzeitig hat sich die
Sentinel Node Biopsie fur Melanompatienten ab einer Tumordicke von > 1 mm als

zuverlassigster prognostischer Standard entwickelt (8).

1.2.2.3 Melanom und Fernmetastasierung

Mehrere Autoren haben Uber ein verlangertes Uberleben bei einer signifikanten
Anzahl von Stadium IV Melanompatienten nach Resektion der Fernmetastasen
berichtet. Bei diesen Patienten im disseminierten Stadium ist die chirurgische
Resektabilitat ein prognostisch wichtiger Faktor (39;40){(41); so konnte gezeigt
werden, dass die operative Entfernung von Rezidiven das mittlere Uberleben in einer
Gruppe von Stadium IV Patienten zu verbessern vermochte (39-41) und die 5-
Jahresuberlebensrate von Melanompatienten mit systemischer Metastasierung stieg
nach kompletter Metastasektomie auf 23% (17). In diesen Fallen ist die Chirurgie
keinesfalls nur eine palliative Therapie, sondern vielmehr eine Madglichkeit, solche

Patienten durch chirurgische Intervention ein Langzeitliberleben zu sichern. Dabei
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haben Patienten mit einer solitaren Metastasenlokalisation ein verbessertes mittleres
Uberleben verglichen zu den Patienten mit drei oder mehr Metastasenlokalisationen
(42). In multivariater Analyse konnte kirzlich ein verlangertes Uberleben von Stadium
IV Patienten nach Resektion aller klinisch evidenter Tumormassen gezeigt werden
(43). Ahnlich fand man ein verlangertes Uberleben auch bei Melanomen mit
Metastasierung im Gastrointestinaltrakt und deren anschlieBender Resektion (44).
Insgesamt betragt das Langzeituberleben im Stadium IV <3%, wobei solitare und

viszerale Metastasen eine bessere Prognose zeigen (17).

1.2.2.4 Bisherige therapeutische Moglichkeiten, adjuvante Therapien

Das maligne Melanom hat im Stadium der Fernmetastasierung eine in der Regel
infauste Prognose. Zu diesem Zeitpunkt betragt die mittlere Uberlebenszeit weniger
als 1 Jahr (20). Trotz zahlreicher Therapiestudien war es sich bislang schwierig,
wirksame Therapiestrategien fir das metastasierende Melanom zu entwickeln. Die
TherapiemalRnahmen sind meist nur palliativ. Dacarbazin ist bislang das einzige
zugelassene zytotoxische Agens zur Behandlung des metastasierenden Melanoms.
Eine DTIC-Monotherapie induzierte objektive Remissionsrate bis zu 20% . Jedoch
konnte ein Uberlebensvorteil durch eine DTIC- Therapie bislang nie gezeigt werden
(45). Polychemotherapien resultierten in einer Verbesserung der Ansprechrate, aber
nicht in einer Verbesserung der Uberlebensrate und waren mit einer deutlich hdheren
Nebenswirkungsrate verbunden (46). Trotz groRer Hoffnungen haben im Stadium IV
Zytokine, in erster Linie Interferon-a und Interleukin-2, als Mono - oder
Kombinationstherpien ebenfalls enttduscht. Die Zahlen Uber die unterschiedlichen
Ansprechraten bei Gabe von Interferon-a als Monotherapie oder in Kombination
schwanken zwischen 10-41%. In Einzelfallen konnten Langzeitremissionen erreicht

werden. (47). Ahnliche Ergebnisse erbrachten Studien mit kombinierten Chemo-
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/Immuntherapien. Es zeigten sich meist nur sehr gute Ansprechraten bis zu 60%, die
allerdings nur in 10 % der Falle auch eine Langzeitremission ergaben. Aufgrund
dieser Situation wurde in Studien der Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
versucht, die Patienten mit den hochsten Rezidivrisiko - Stadium Il b und Stadium I
(bis 2002 gultiges AJCC Staging System) — einer adjuvanten Therapie mit Interferon-
a zuzufihren (48), obwohl bisher alle prospektiven-randomisierten Studien mit
unspezifischen Immuntherapien oder adjuvanten Chemotherapien keinen
Uberlebensvorteil zeigten. In dieser von Kirkwood geleiteten Studie mit hochdosierter
Gabe von Interferon-a (ECOG-1684) konnte weltweit erstmals eine signifikante
verbesserte 5-Jahres-Uberlebensrate mit 46% der Interferongruppe versus 37% der
Kontrollgruppe erreicht werden. Dies fuhrte zur Zulassung von Intron®A (Interferon-
a-2a) zur adjuvanten Hochdosistherapie. In der Nachfolgestudie (ECOG 1690) ergab
sich dann aber wiederum nur einer verbesserte Rate des rezidivfreien Uberlebens,

nicht aber der 5-Jahres-Gesamtuberlebensrate(49;50) (51).

1.3. Nachsorgemodelle

Nachsorgemal®nahmen wurden u.a. aufgrund der Erkrankungszunahme, zur
Erkennung von Risikogruppen, aber auch von Zweitmelanomen, insbesondere aber
zur Fruherkennung von Metastasen und zum rechtzeitigen Einsatz von Diagnostik
und Therapie entwickelt. Innerhalb Deutschlands hat man mit den Richtlinien der
DDG (52) verschiedenen Besonderheiten des Melanoms Rechnung getragen; z.B.
eine lange Nachbeobachtungsdauer aufgrund der mdglichen Spatrezidive (53) oder
eine engmaschigere Kontrolle in den ersten 3 Jahren aufgrund der hier auftretenden

groReren Rezidivhaufigkeit.
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Tabelle V: Richtlinien der Melanomnachsorge der DDG:

Klinische Lymphknoten- | Thorax Abdomen
Untersuchung | sonographie Rontgen Sonograph.
Melanoma in situ 1x/pro Jahr 1x/pro Jahr 1x/pro Jahr|1x/pro Jahr
3.-5. Jahr:
Std.I+lIA (DDG) alle 3 Monate; |1x /pro Jahr 1x/ proJahr | 1x/ pro Jahr
dann alle
6 Monate
3.-5. Jahr:
Stadium I B + alle 3 Monate; |Alle 6 Monate, ab 5. Jahr: 1x /Jahr
A/ B (DDG) dann alle
6 Monate
Fernmetastasierung |Individuelle Intervalle

Wie engmaschig die Nachsorge in fruihen Stadien des Melanoms stattfinden soll, wird
nach wie vor kontrovers diskutiert (54;55). Schon recht bald erkannten Studien die
relative  Nutzlosigkeit von teuren Laboruntersuchungen und speziellen
Untersuchungen wie Skelettszintigraphie (56). So zeigte eine franzdsische Kosten-
Nutzen Analyse an 912 Stadium | Melanompatienten, dass Untersuchungen wie die
Abdomensonographie und RontgenThorax nur etwa 10% der Rezidive aufzudecken
vermochten, so dass nur die klinische Untersuchung eine gunstige Kosten-Nutzen
Relation aufwies. Hier fand die Lymphknotensonographie allerdings noch keine
Berucksichtigung (55). Nicht zu unterschatzen ist auch die Rolle der
Eigenuntersuchung (55;57;58). Allerdings empfinden die Patienten eine Nachsorge in
der Klinik als notwendig, vor allem wegen ihrer erzieherischen Wirkung hinsichtlich

der Selbstuntersuchung (57). Eine weitere Studie erachtet die Nachsorge bei dinnen
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Melanomen (< 0,75 mm) aufgrund des seltenen Vorkommens von Rezidiven fur
sinnlos (59). In neueren Studien werden insbesondere die klinische Untersuchung
und die Lymphknotensonographie als zuverlassige und kosteneffiziente Methoden
empfohlen (60;61). Bei Hochrisikomelanompatienten, die in einem engmaschigen
Nachsorgeprogramm integriert sind, kommen unterschiedliche apparative Techniken
wie MRT, CT oder PET zur Anwendung. So sind die drei erstgenannten Varianten
moglicherweise zu zeit- und kostenintensiv fur die Routinenachsorge. Diese
Methoden sind zweifelsohne sehr natzlich fur die gezielte Tumorsuche (59) im Falle
von ausgedehnterem Staging bei bereits nachgewiesenen Metastasen vor
Therapiebeginn. Zudem berichten Studien auch von einem Uberlebensvorteil fur die
Patienten, bei denen asymptomatische Metastasen im Rahmen der Nachsorge
entdeckt wurden, im Vergleich zu den Patienten, bei denen man die
Metastasensuche erst infolge von symptomatischen Metastasen startete (62).
Allerdings lieferte bereits ein Vergleich zwischen PET und Ultraschall - bei analogen
Sensitivitaten und Spezifitaten zur Detektion von Lymphknotenmetastasen - deutliche
Vorteile des Ultraschalls hinsichtlich Kosten- und Zeiteffizienz (63). Durch die
alleinige klinische Untersuchung werden nur palpable Metastasen evident, die zu
diesem Zeitpunkt moglicherweise bereits grol3 oder zahlreich sind. Folge ist eine
hdhere Inzidenz von Lokalrezidiven (64) mit schlechterer Prognose (60), da sich die
Prognose mit der Anzahl der metastatisch befallenen Lymphknoten verschlechtert
(17;65). In letzter Zeit hat die Anwendung des Ultraschalls zur Diagnostik von
Lymphknotenmetastasen und nicht tastbaren in- Transitmetastasen mehr und mehr
Eingang in die Routinenachsorge gefunden. So konnten verschiedene Studien die
Uberlegenheit dieser Methode gegeniiber der alleinigen klinischen Untersuchung
aufzeigen (66-71). Trotz dieser Datenlage fand der Ultraschall-B-Scan in

Deutschland nur zdgerlich Eingang in Nachsorgeregimes und wird vor allem in den
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USA nicht eingesetzt. Selten wird er praoperativ zur Planung von chirurgischen

Interventionen angewendet.

2. Ziele der Arbeit

Mit dem Ziel, die Prognose von Melanompatienten zu verbessern, wurden diverse
Nachsorgemethoden entwickelt, um Melanomrezidive so fruh wie moglich zu
entdecken. Aufgrund des Bestrebens weniger invasive Diagnostik anzuwenden und
dem Patienten keine zusatzliche Morbiditat aufzubirden, werden hier Methoden
vorgestellt, die den Patienten bei hochstmoglicher Sensitivitat und ausgezeichneter
Spezifitat kaum oder gar nicht belasten. Ansatzpunkt ist die Charakterisierung von
Veranderungen, die beim metastatischen Befall von Lymphknoten durch ein
Melanom auftreten. Im Einzelnen wurden folgende Projekte bearbeitet:

1. Etablierung einer Ultraschalldiagnostik, die in Kombination mit einer
besonderen Form der Freihandfeinnadelpunktion (FNAC) zu einer sicheren
Diagnostik von Melanomrezidiven fuhren kann.

2. Erganzend zur herkdbmmlichen Zytologie molekularbiologische
Charakterisierung des Feinnadelmaterials mittels Tyrosinase-RT-PCR als
sogenannte FNA-PCR.

3. Prospektive Untersuchungen zur Sensitivitat und Spezifitat der alleinigen
Ultraschalluntersuchung an einem gro3en Melanompatientenkollektiv im
Vergleich nur klinischen Untersuchung.

4. Erhohung der operativen Prazision bei kompliziert lokalisierten Metastasen
durch sonographisch gesteuerte Drahtmarkierung.

5. Sonographische Charakterisierung des Sentinel Node und deren Kombination
mit Feinnadelpunktion und molekularbiologischen Untersuchungen (FNA-

PCR; Tyrosinase PCR aus dem peripheren Blut) in vivo. Korrelation dieser
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Daten mit den in vitro gewonnenen Ergebnissen nach Sentinel Node Exzision.
Hamatogen metastasierende Tumorzellen sind durch molekularbiologische
Methoden (PCR) nachweisbar. Ist dies der Fall so bezeichnet man dies als ,minimal
residual disease”. Die Komplexitat dieses Befundes ist noch weitgehend ungeklart
und ist nach wie vor Thema vieler Studien. Es werden unterschiedliche Methoden
zum Nachweis von Tumorzellen vorgestellt und mit den klinischen Daten korreliert.
Folgende Projekte wurden bearbeitet:

6. Untersuchungen zum Nachweis von Tyrosinase-RT-PCR im peripheren Blut

7. Bedeutung prospektiver serieller Tyrosinaseabnahmen aus dem peripheren
Blut fur die Prognose des Patienten

8. Klinische Wertigkeit des Melanom assoziierten Proteins MIA aus dem

peripheren Blut.
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3. Ultraschalldiagnostik in der Melanomnachsorge

3.1. Technische Aspekte

Das physikalische Phanomen der Transmission von Ultraschall durch Gewebe
unterscheidet sich nicht substantiell, ob man niedrigere oder hohere Frequenzen
(7,5 — 20 MHz) anwendet, wie sie fur die Untersuchung von Haut, In transit Strecken
und Lymphknotenstationen angemessen sind. Technische Einstellungen der
Ultraschallgerate und bekannte Schallphanomene und — artefakte sind bekannt
(72;73). Die Untersuchung von intra- und subcutanen Lasionen wird mit Geraten
durchgefuhrt, die im B-Bild Modus (brightness mode) arbeiten. Je nach Ausstattung
verfugen die Ultraschallgerate Uber Linear- oder curved array Schallkopfe, die mit
einer Sequenz von 30 Bildern pro Sekunde (real time), die entsprechenden Regionen
abscannen und dabei gleichzeitig akustische Wellen senden und empfangen, die
anschliellend verarbeitet werden. In sehr oberflachlich gelegenen Regionen oder
solchen mit anatomisch bedingter inhomogener Oberflache verwenden wir zusatzlich
Gelkissen aus akustisch inertem Material, die die Region besser fokussieren, ohne
die Schallwellen beim Passieren des Gels abzuschwachen (Impedanzsprung beim
Passieren unterschiedlicher Medien). Die Verstarkung des Ultraschallsignals erfolgt
aufgrund der zunehmenden Abschwachung der Intensitat beim Passieren
biologischer Medien mit Hilfe einer ,time gain compensation“ (Tiefenausgleich),
wobei Echos aus tieferen Strukturen mit geringerer Intensitat hdher verstarkt werden.
Ein B-Bild in Grauwertstufen kann mit einer Dopplerfunktion kombiniert werden, die
Bewegung z.B. von Erythrozyten Uber eine Frequenzanderung erfasst. Hierbei wird
eine elektronische Farbkodierung der Frequenzverschiebung durch den
Dopplereffekt erreicht und Blutstrome, die sich auf den Schallkopf zu bewegen rot,

die sich vom Schallkopf entfernen, blau kodiert. Weiterhin kdnnen
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Flussgeschwindigkeiten oder berechnete Werte zur Charakterisierung von
Gefalieigenschaften wie Resistance — oder Pulsatilitatsindizes gemessen werden.
Besonders geeignet zur Charakterisierung des Flusses innerhalb des Lymphknotens
oder intratumoral ist der Powermode als Richtungs- und Geschwindigkeits -
unabhangige Farbdopplerspezifizierung.

Die Bildentstehung beruht auf Grenzflachenphanomenen, die beim Durchgang von
Schallwellen durch unterschiedliche Medien in Form von Streuung, Reflexion oder
Absorption in unterschiedlichem Ausmal} geschehen. So werden beim Durchlaufen
von homogenen Medien aufgrund der fehlenden Binnenstrukturen kaum Wellen
reflektiert und es entstehen echoarme Zonen. Beim Auftreffen auf das nachste
anders geartete Medium (akustische Grenzflache) , erfolgt durch Impedanzsprung
eine vermehrte Reflexion, die als Echoreichtum imponiert. Durch Zusammenschau
von echten Bildinformationen und Artefakten (dorsale Schallverstarkung,
Zystenrandschatten, Wiederholungsechos, Schallschattenartefakt etc.), die oft auch
in Kenntnis derselben wegweisend sein kdnnen, entsteht eine Charakterisierung der
interessierenden Struktur in vivo, die auch mit dynamischen Untersuchung kombiniert

werden kann (73).

3.2. Anwendung der Ultraschalldiagnostik in der Melanomnachsorge

Im Jahr 1992 publizierte Vasallo Ultraschallparameter, um mit ihrer Hilfe benigne von
malignen LymphknotenvergroRerungen mithilfe der hochauflésenden Sonographie zu
differenzieren (74). Im gleichen Jahr wurde die erste retrospektive Studie zur
Anwendung von Ultraschall in der Melanomnachsorge von Prayer et al aus Wien
veroffentlicht (66) . Sie untersuchten 217 Melanompatienten mittels 7,5 MHz
Ultraschall und verglichen die Untersuchungsergebnisse des Ultraschalls mit den

Ergebnissen der rein klinischen Untersuchung. Der Ultraschall erreichte eine
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Sensitivitat von 100% verglichen mit den 52%, die die alleinige Kklinische
Untersuchung zu erreichen vermochte mit jeweils hohen Werten fur die Spezifitat
(97% vs. 91%). Eine weitere retrospektive Studie von Rossi et al aus Padua zur
Melanomnachsorge mit Ultraschall an 85 Melanompatienten wurde 1997
veroffentlicht. Die  Autoren berichten  Uber eine  Sensitivitat  der
Ultraschalluntersuchung von 92% (Spezifitat 100%) im Vergleich zu einer deutlich
geringeren Sensitivitat der klinischen Untersuchung von nur 23% (Spezifitat
85%)(69).

Eine erste, zahlenmaRig nur sehr kleine, prospektive Studie an 33 Melanompatienten
von Nazarian et al. aus Philadelphia/lUSA untersuchte, inwieweit die durch
Ultraschalldiagnostik zusatzlich gewonnenen Informationen die
Metastasenentdeckung, die nahere Charakterisierung der Befunde, die Fuhrung von
Punktionen und die sich anschlielRende Therapie zu verandern imstande waren (68).
Die Studie lasst allerdings eine Nachbeobachtung oder Berechnungen zu
Sensitivitaten und Spezifitaten auch aufgrund des geringen Beobachtungsumfanges
vermissen. Etwas spater machte die gleiche Gruppe weiterfihrende Untersuchungen
zur Charakterisierung der intratumoralen GefalRperfusion in oberflachlichen
Melanommetastasen mittels der farbkodierten Dulexsonographie (75). Zusatzlich
lieferten sie eine Beschreibung der sonographischen Besonderheiten von
superfiziellen Melanommetastasen im B-Bildmodus und in der
Farbdopplersonographie (76). Im Jahr 1997 verdffentlichte die bereits erwahnte
Forschergruppe aus Wien eine retrospektive Studie an 264 Melanompatienten mittels
7,5 MHz Untersuchungen in 3-monatigen Nachsorgeintervallen und berichteten
dieses Mal uber eine beeindruckende Sensitivitat fur die klinische Untersuchung von
82% (67). Wenn man jedoch bedenkt, dass die klinische Untersuchung zwar 41/50

Rezidiven erkannte, gleichzeitig aber auch bei 271/2206 Untersuchungen
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falschlicherweise eine Metastase vermutete, wird offenkundig, dass eine hohe
Sensitivitat nur durch in Kaufnehmen einer relativ niedrigen Spezifitat von 88%
erreicht werden konnte, wohingegen der Ultraschall eine Spezifitat von 99% aufwies.
Die Studie berichtet weder Uber Rezidivgrof3en noch Uber statistische Berechnungen

zum rezidivfreien - oder Gesamtiiberleben.

3.3. Verlauf einer Ultraschalluntersuchung am Melanompatienten

Patienten mit einem histologisch gesicherten Melanom finden sich zu
Nachsorgeuntersuchungen in regelmafiigen Abstanden in unserer dermatologischen
Abteilung ein. Die Intervalle variieren zwischen 3,6 und 12 Monaten in Abhangigkeit
von der Tumordicke des Primartumors. Begleitend zur klinischen Untersuchung wird
eine Ultraschalluntersuchung der abhangigen, bilateralen Lymphknotenstationen mit
unabhangigen Untersuchern durchgefuhrt. Die Lymphknotenstationen und In transit
Strecken werden sowohl vor als auch nach der Entfernung des Primartumors sowie
im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen als jeweils ambulante Untersuchung mit
7,5-14 MHz Scannern im B-Bild Modus und zusatzlich mit farbkodierter
Duplexsonographie durchgefuhrt (77). Falls die Kombination von klinischer
Untersuchung und Ultraschall oder bereits der Ultraschall alleine eine verdachtigen
Befund liefern, fuhren wir eine zusatzliche ultraschallgesteuerte
Feinnadelaspirationszytologie (FNAC) durch. Zusatzlich gibt der Ultraschall wertvolle
Informationen Uber Lokalisation, benachbarte anatomische Strukturen, exakte
Grollenausmalle der Raumforderung in drei Ebenen und den Abstand von der
Hautoberflache. Im Falle einer Erstvorstellung mit noch nicht exzidiertem
Primartumor oder klinische eventuell nicht primar als Melanom einzustufendem
Tumor kann der Ultraschall zusatzliche Information Uber Morphologie,

Vaskularisation, Gefassanbindung und zu erwartende Tumordicke geben. Ebenso
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zeigt sich oft bereits sonographisch der Verdacht auf einen befallenen Sentinel node

(Abb.1)

LAS23 10-5 ¥TR : Stop
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C. VWOIT. CHARITE 2770272002 PB 7
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Abb. 1: Sonographischer Verdacht auf befallenen Sentinel Node; zytologisch und histologisch

bestatigt

Die folgenden Kriterien werden auf die Lymphknotensonographie in der
Nachsorgesituation angewendet: Ovale Raumforderungen mit zentralen
Binnenechos werden als reaktiv vergroRerte Lymphknoten eingestuft und werden in
ihrer aktivierten Form (verbreiterter Parenchymsaum etc.) im Abstand von 4 Wochen
sonographisch nachkontrolliert. Gréle und Morphologie der abgebildeten Strukturen
werden dokumentiert. Bei GroRenregredienz oder -konstanz im Verlauf der
Kontrollen ohne weitere klinische oder radiologische Hinweise auf Rezidive wird von
einer benignen Lasion ausgegangen; andernfalls umgehend eine FNAC zum

Ausschluss eines Melanomrezidivs durchgefuhrt. Alle echoarmen, ballonierten
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Strukturen werden als hinweisend auf metastatische Veranderungen angesehen und

eine ultraschallgesteuerte FNAC erfolgt (Abb. 2).

Abb. 2: Ultraschallgesteuerte Feinnadelaspirationszytologie (FNAC) mit sog. Binder Ventil
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3.4. Muster der Ultraschallbilder

3.4.1. Ultraschalldiagnostik der Haut

Die Kenntnis der Sonoanatomie der Haut ist wichtig fur die Interpretation der
erhaltenen Bilder. Die nicht pathologisch veranderte Haut zeigt einen dreischichtigen

Aufbau mit lokalisationsabhangigen Variationen der Hautdicke (78).
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Abb. 3 a: 20 MHz-Sonographie

Normale Haut, Oberarm ventral



Abb. 3 b

20 MHz-Sonographie

Normale Haut, Oberarm dorsal
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Abb.3 ¢ 20 MHz-Sonographie
Normale Haut, Rucken

Einem reflexreichen Eingangsecho (Impedanzsprung Vorlaufstrecke /Epidermis) folgt
ein echodrmerer Saum, der der Cutis entspricht; darauf folgt der Ubergang von Cutis
zu Subcutis als echoreiches Band. Die Subcutis selbst stellt sich echoarm dar,
durchzogen von echoreicheren Strangen, die den bindegewebigen Septen
entsprechen (73). Nach caudal folgt das echoreiche Band der Muskelfaszie. Darunter
folgt die Muskulatur selbst mit sogenannter gefiederter Struktur und darunter, als
echoreichstes Band, die Knochenoberflache (Impedanzsprung Muskel/Knochen). Die
Knochenstruktur selbst ist in der Regel aufgrund der Reflexion des Schalls an der
Muskel-Knochen-Knochengrenze und seiner fast vollstandigen Absorption im

Knochen nicht darstellbar.
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3.4.2. Ruhender Lymphknoten

Der nicht vergroBerte (ruhende) Lymphknoten lasst sich in der Sonographie
aufgrund seines zum umgebenden Fettgewebe echoidentischen Verhaltens in der
Regel nicht darstellen. Fuhren entsprechende Veranderungen, wie z. B.
Entzindungen oder malignes Wachstum, zu einer VergroRerung des LK, entstehen
differente Echobilder, die eine Differentialdiagnose ermdglichen. Es handelt sich in
der Regel um langsovale Raumforderungen, die einen schmalen echoarmen
Randsaum (Lymphknotenkortex) und ein echoreiches Zentrum (Markzone)

aufweisen (sog. Kokardenphanomen):
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LK CONN : A

C. VYOIT, CHARITE 20/06/2002 PB 7
B:7.5 / DPT 31 mm / 6 120 CFH:6.3 /PRF 750 Hz /FLT H/G 113 11:45:21TAH 5CC 5
: g . - i ENH 2

2a/55

0.0dB HMI 0.9 TIS 1.6

D1VASCULAR | D2 RIGHT D3 D4 ‘%ns Angle ‘ D6 Clear ‘l—_ |

Abb. 4: reaktiver Lymphknoten
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Die Abgrenzung zur Umgebung kann unscharf bis scharf sein. Der Quotient aus dem
grofdten Langs- und dem groten Querdurchmesser (Vasallo-Index) misst in der
Regel grofder als 2 (74;77) Nicht selten 1alt sich der Lymphknotenhilus als schmale
echoreiche Bricke darstellen. Die genannten Kriterien sind typisch flr regressiv
entziindlich veranderte Lymphknoten und sprechen im Sonogramm gegen
Malignitat.
3.4.3. Aktivierter Lymphknoten

Der akut entziundliche Lymphknoten, z. B. bei akuter Exazerbation einer
atopischen Dermatitis, eines Erysipels oder auch bei Patienten unter einer
Immuntherapie mit Interferonen, weist im Sonogramm anfangs auch eine langsovale
Form auf, die mit zunehmender Vergrolierung des Lymphknotens jedoch in eine

Rundform tUbergehen kann (Abb. 5).
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Abb. 5: Aktivierter Lymphknoten nach Sentinel node Dissektion und Sepsis
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Im Vergleich zum regressiv veranderten Lymphknoten findet sich als Zeichen der
Aktivierung zunachst ein verbreiteter echoarmer Randsaum, mitunter finden sich
aber auch fast echoleere Lymphknoten, die dann differentialdiagnostisch
Schwierigkeiten bereiten kdonnen. Mit Hilfe der farbkodierten Duplexsonographie
lassen sich in akut entzindlich veranderten Lymphknoten meist die Hilusgefalie
darstellen und gelegentlich auch baumartig verzweigend bis in die Peripherie

verfolgen.

3.4.4. Metastatisch befallener Lymphknoten
Lymphknotenmetastasen weisen sonographische Besonderheiten auf, die eine
Differenzierung von entzundlich vergroRerten Lymphknoten erlauben (Abb.6).
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Abb. 6: Lymphknotenmetastase Axilla links, sonographisch vermutet und gesichert durch FNAC
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Lymphknotenmetastasen sind fast ausschliellich rund bis rundoval. Der Vasallo-
Index ist meist kleiner als 2. Die Abgrenzbarkeit zur Umgebung ist scharf. Die bei den
regressiv entzundlichen Lymphknoten zu beobachtende Kokardenstruktur ist meist
aufgehoben. Es stellen sich Uberwiegend echoarme bis echofreie Herde dar, die
nicht selten eine dorsale Schallverstarkung auslosen (73). In der farbkodierten
Duplexsonographie findet sich meist ein peripheres Perfusionsmuster. Hilusgefalle
lassen sich fast nie darstellen (79;80). Schwierigkeiten bereitet die Differenzierung
zwischen entzundlich veranderten Lymphknoten und solchen mit einer beginnenden

Metastasierung (Abb.7).
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Abb. 7 a: Beginnende Lymphknotenfilia, sonographischer Aspekt des dezentralisierten

Binnenechos
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Abb 7 b: Transversalschnitt der FNAC gesicherten beginnenden Lymphknotenfilia

Herde mit einem asymmetrisch verbreitertem Randsaum oder zentral echoarmen
Arealen sind metastasenverdachtig. Solche Herde lassen sich ultraschallgestitzt
sehr gut punktieren und kdénnen dann zytologisch oder molekularbiologisch weiter
diagnostiziert werden (70;81;82). Die Echoarmut von Lymphknotenmetastasen ist
nicht spezifisch fur Melanommetastasen. Auch Metastasen von Mammakarzinomen
und anderen malignen epidermalen Tumoren (Plattenepithelkarzinome,
Merkelzellkarzinome) stellen sich echoarm dar, sind aber oft etwas echoreicher als

Melanommetastasen. Eine histologische Diagnose ist sonographisch nicht moglich.
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3.4.5. Ultrasschalldiagnostik subkutaner Veranderungen

Aufgrund ihres sehr heterogenen Echoverhaltens lassen sich subkutane
Veranderungen verschiedener Genese in der Regel gut von einander unterscheiden
(73;83;84). Wenn auch eine echte Diagnose sich nicht aufgrund der Sonographie
stellen lasst, sind aufgrund des differenten Echoverhaltens und der beschriebenen
Artefakte bestimmte Differentialdiagnosen auszuschlie3en oder zu erharten. In der
Synopsis mit Anamnese und klinischer Untersuchung ist die Sonographie ein
wichtiges diagnostisches Werkzeug. Wenn trotz der Darstellbarkeit subkutaner
Veranderungen im Ultraschallbild eine eindeutige diagnostische Zuordnung nicht
gelingt, besteht wiederum die Mdglichkeit, diese Veranderungen ultraschallgestutzt

zu punktieren (73).

3.5. Ultraschalldiagnostik verbessert rezidivfreies und Gesamtiiberleben

bei Melanompatienten

Die erste groRere prospektive Studie zur Charakterisierung der Uberlegenheit des
Ultraschalls gegenuber der klinischen Untersuchung in der Melanomnachsorge
wurde von Blum et al. veroffentlicht (85). Sie untersuchten insgesamt 1288 Patienten
mit beiden Methoden wahrend Nachsorgekonsultationen. Sie fanden eine Sensitivitat
und Spezifitdt, mit denen die insgesamt 239 Metastasen bei 179 Patienten gefunden
wurden, von 71,4% und 99,7% fur die klinische Untersuchung und von 89,2% und
99,7% fur den Ultraschall. So zeigt sich der Ultraschall in seiner Sensitivitat der
klinischen Untersuchung weit Uberlegen; die Spezifitat belief sich aber fur beide
Methoden auf 99,7 % (85). Dies scheint eher auf dem Studiendesign zu beruhen als
auf einem wirklichen Mangel an falsch positiven Resultaten. Als abschlieRenden
Ausblick fordern die Autoren weitere kontrollierte Ultraschallstudien, die einen

maoglichen positiven Effekt der Ultraschalluntersuchung auf das Gesamtuberleben
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beleuchten sollen.

Wie haben eine solche Studie an 829 konsekutive Patienten in prospektivem
Studiendesign durchgefuhrt, die im Rahmen eines vier Jahre dauernden
Nachsorgeintervalles klinisch und sonographisch untersucht wurden. Insgesamt 3011
Ultraschalluntersuchungen wurden durchgefuhrt. Die Melanompopulation zeigte eine
gewohnliche Verteilung von Melanomlokalistaionen und histologischen Subtypen.
Der Altersmedian lag bei 56 Jahren; 52% der Patienten waren weiblich und die
mittlere Tumordicke lag bei 1,5 mm [0.2 - 10.0 mm]. Keine der genannten Rezidive
wurden erstmalig per Rontgen Thorax, Abdomensonographie,
Computertomographie, MRT oder auswartigen Ultraschalluntersuchungen entdeckt.
Im Verlauf der Studienperiode wurden bei 242/267 Patienten Rezidive durch
klinische oder Ultraschallnachsorge entdeckt. Metastasen wurden in 61/242
Rezidiven durch klinische Untersuchung entdeckt (Sensitivitat 25,2%; 95%CI: 19.9-
31.2%), wohingegen Ultraschalldiagnostik 240 Rezidive erkannte (99.2%, 95%Cl:
97.3-99.6%). Dies stellte einen signifikanten Unterschied (p=0,001) dar. Das
Uberleben von 103 Patienten, die sich im Studienverlauf mit Erstrezidiv
prasentierten, wurde nachbeobachtet und mit multipler Cox Regressionsanalyse
berechnet. Zusammenfassend scheint die Entdeckung von Rezidiven in einem
frihen Stadium sich positiv auf das rezidivfreie sowie Gesamtuberleben auszuwirken
(71). Eine Verbesserung des Uberlebens, das sich auf eine frihere
Metastasenentdeckung beruhend auf immer verfeinerten diagnostische Methoden
zuruckfuhren lasst, nennt man ,lead time bias“. Dies konnte auf den ersten Blick
auch im Rahmen dieser Studie der Grund fir das verbesserte Uberleben sein.
Jedoch wurden in diesem Studiendesign grundsatzlich regelmalige Intervalle
festgelegt. Somit lassen sich die deutlichen Unterschiede zwischen den beiden

Methoden nicht durch einen einfachen ,lead time bias“- Effekt erklaren. Vielmehr
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spiegeln sowohl die GroRe als auch die Anzahl der Metastasen bei ihrer Entdeckung
eher das unterschiedliche intraindividuelle Tumorwachstum wider. Da die
Untersuchungsintervalle fur alle Patienten gleich gehalten wurden, kann die
Zunahme an Tumormasse von einem unentdeckbaren Level zum Stadium, wenn ein
Rezidiv offensichtlich wird, auch - neben anderen Parametern - die unterschiedliche
Aggressivitat des Tumors reflektieren. Die durch Ultraschall gewonnenen Daten sind
also nicht ein reiner lead-time-bias Effekt, sondern vielmehr Folge der
unterschiedlichen  Tumorbiologie und konnten durch Beschreibung der
unterschiedlichen ,Tumorload® auch als Hilfen zur Stratifikation in unterschiedliche

Studien dienen.

4. Feinnadelaspirationszytologie (FNAC)

Eine Feinnadelaspirationszytologie ist eine Punktionstechnik, bei der die
Gewebeentnahme mit einer Kanule erfolgt, die ein gunstiges Verhaltnis zwischen
AuBen- und Innendurchmesser der Kanule aufweist, d.h. ein relativ grolRes
Gewebsstuck wird bei minimaler Lasion entnommen. Dabei ist die Nomenklatur
dieser Methode immer wieder ein Grund fur Diskussionen. Die meisten
skandinavischen und nordamerikanischen Autoren benutzen den Begriff ,fine needle
aspiration biopsy“ oder ,aspiration biopsy cytology“ sowohl fur die Methode an sich
als auch fur die reine operative Entnahme. Orell et al. benutzen den Begriff ,fine
needle aspiration cytology“ zur Beschreibung der gesamten Methode trotz des
Umstandes, dass die Materialgewinnung nicht immer Uber eine Aspiration erfolgt. Fur
die Beschreibung der operativen Entnahme wird bei diesen Autoren der Begriff ,fine
needle biopsy“ benutzt (86).

Um eine definitive Diagnose stellen zu konnen, wird die Ultraschalluntersuchung mit

einer Feinnadeluntersuchung kombiniert, um Material aus der Raumforderung zu
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aspirieren. Die zytologische Untersuchung von Feinnadelmaterial zeigt in bisherigen
Studien eine hohe Sensitivitdt und eine noch zuverldssigere Spezifitat (87-
89){(90;91). Seit 1984, als Perry die erste groRere Studie zu
Feinnadeluntersuchungen veroffentlichte, beschaftigte sich unsere Arbeitsgruppe mit
Melanomzytologie (92;93). Das am haufigsten benutzte Feinnadelaspirationsgerat ist
die Cameco-Feinnadelapparatur (Cameco Syringe holder; CAMECO, London,
England), die als groRten Nachteil einen weiten Abstand zwischen Hand und
Nadelspitze hat. Deshalb wurde in unserer Arbeitsgruppe ein neues
Feinnadelaspirationsgerat entwickelt (94). Mit Hilfe eines Vakuums, dessen
Sogwirkung per leichtem Ventildruck ausgelost wird, wahrend die Nadelspitze
innerhalb der Lasion positioniert ist, um Stichkanalmetastasierungen zu verhindern.
Zusatzliche Sicherheit gibt die Sichtbarmachung der Nadelposition im Ultraschall. Die
Bestatigung des Zytologieergebnisses erfolgt per Histologie bzw. in benignen Fallen

durch verlangerte klinische und sonographische Nachbeobachtung.

4.1. Ultraschallgesteuerte FNAC verbessert die Genauigkeit der

Feinnadelpunktion und erlaubt die Punktion sehr kleiner Ziele

In einer kontrollierten groReren Studie konnten wir eine zytologische Diagnose bei
739 konsekutiven Melanompatienten mit einer Sensitivitat von 97,9% und einer
Spezifitat von 100% stellen. Dieses stellte die zahlenmallig bislang weltweit groite

zytologische Studie an Melanompatienten dar (Abb.8).
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Abb. 8: Zytologie einer Melanommetastase des Lymphknotens, epithelartiger Typ

VergroéfRerung x 400

Trotz der stetig ansteigenden Zahl von Feinnadelpunktionen (von urspranglich ca. 40
Punktionen pro Jahr auf mehr als 100 pro Jahr) zeigten weder Spezifitdt noch
Sensitivitat Schwankungen. Dies obwohl wir eine zunehmende Anzahl von sehr
kleinen, schlecht definierten Lasionen punktieren mussten, die oft erst im Rahmen
der Sonographiediagnostik zu entdecken waren und noch nicht zu palpieren waren.
Wir konnten keine ernsthaften Nebenwirkungen beobachten, insbesondere keine
Stichkanalmetastasierungen, die vielfach diskutiert wurden (95-98). Durch
Kombination mit dem Ultraschall als ultraschallgesteuerte FNAC konnte die Diagnose
auch in den kleinen Lasionen mit weniger als einem Zentimeter Durchmesser sicher
gestellt werden (70). An einem groReren Kollektiv von 275 Patienten mit samtlich per
Ultraschall entdeckten verdachtigen Raumforderungen fand sich gerade in der

Patientengruppe mit den sehr kleinen Lasionen unter 1 cm Durchmesser eine
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Sensitivitat von 91% sowie eine Spezifitat von 100% (82). Zusatzliche
molekularbiologische  Methoden wie die Tyrosinase-Reverse-Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion aus Feinnadalaspiraten als FNA-PCR konnte die fehlende
Verfugbarkeit eines gut ausgebildeten Zytologen ersetzen (99). Bis heute haben wir
insgesamt mehr als 1000 Feinnadelaspirationen evaluiert und korrelierten die
statistischen Werte basierend auf histologischer Diagnose und fortgesetzter
klinischer Nachbeobachtung. Die neuesten Daten fur Sensitivitat und Spezifitat

beliefen sich auf 97,7% und 99,9% (100).

4.2. Tyrosinase RT-PCR und Expansion von Zellen aus dem Aspirat

Seit der ersten Beschreibung einer reversen Transkriptase Polymerasekettenreaktion
zum Nachweis von Transskripten des Enzyms Tyrosinase im peripheren Blut durch
Smith et al. wurden viele kontroverse Daten hinsichtlich Sensitivitat und klinischer
Wertigkeit der Methode verdffentlicht (101). Die zusatzliche Anwendung dieser
molekularbiologischen  Techniken (Tyrosinase RT-PCR) aus dem durch
Feinnadelpunktion gewonnenen Material zum Nachweis von Melanomzellen war in
unseren Untersuchungen vor allem in den sehr kleinen und nekrotischen Lasionen
mit einer erhohten Sensitivitat verbunden (s.u.) (99;102). Zusatzlich kann die in vivo
Asservation von Tumormaterial mittels einer Feinnadelpunktion zu weiterfuhrenden
Studien genutzt werden. Die FNAC liefert Material, um in vivo Tumor-Wirt
Interaktionen zu studieren. Sie stellt aber auch eine Methode dar, um intratumorale
T-Zell-Tumorantworten aus ein und derselben Metastase - beispielsweise zur
Bewertung einer Therapie - in vivo zu charakterisieren, indem Tumor infiltrierende

Lymphozyten (TIL) aus Feinnadelpunktat expandiert werden (103).
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4.3. Ultraschallgesteuerte Feinnadelpunktion in der Diagnostik des

Sentinel Node

Es gibt erste Arbeiten, die versuchen den Sentinel Node mit Hilfe von bildgebenden
Verfahren naher zu charakterisieren. In einer kleinen deutschen Studie an 23
Melanompatienten konnte der Sentinel Node nach Durchfuhrung der
Lymphabstromszintigraphie auch sonographisch zugeordnet werden (104;105). Zum
einen ist es wichtig, den szintigraphisch entdeckten Lymphknoten einem
sonographischen Korrelat zuzuordnen und das exakte Ubereinstimmen der
Lokalisation zu dokumentieren. Zusatzlich kann man mit Hilfe des Ultraschalls
weitere suspekte, z.B. nachgeschaltete Non-Sentinel Nodes identifizieren, oder
Sentinel Nodes entdecken, die sich an anderer Stelle als szintigraphisch angegeben
befinden. Der mit der Szintigraphie lediglich in Anzahl und Lokalisation geortete
Lymphknoten erhalt mittels des Ultraschalls ,ein Gesicht*: er kann mit Hilfe
verschiedener Kriterien in B-Bild Modus und Farbduplexsonographie charakterisiert
werden.

Im Rahmen einer von der Deutschen Krebshilfe geférderten Studie (70-2791-Vo 1)
untersuchen wir die sonographische ,Auffindbarkeit® des Sentinel Node und dessen
Korrelation von sonographisch und szintigraphisch bestimmter Lokalisation.
Sonographische Kriterien zur Bestimmung, welcher der abgebildeten Lymphknoten
der oder die Sentinel Nodes sind, werden an 100 konsekutiven Melanompatienten,
die sich einer Sentinelnodebiopsie unterziehen, erarbeitet. Zusatzlich werden am
dargestellten Lymphknoten in vivo und nach Exzision in vitro FNAC und FNA-PCR

durchgefuhrt (Abb 9).
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Abb. 9 a: Sentinel Node, in vivo
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Abb. 9b Sentinel Node in vitro zwischen Gelkissen

Auf diese Weise kann die vergleichende in vivo und in vitro Bestimmung des
Repertoires an lymphatischen Zellen des Sentinel Nodes erfolgen. Zusatzlich wird
die sonographische Darstellung in vitro sowie die herkdbmmliche Aufarbeitung des
Sentinel node und seiner afferenten Bahn in Serienschnitten histologisch sowie
mittels Immunhistologie durchgefuhrt. Ziel der Untersuchung ist, moglichst bereits vor
der Sentinel Node Dissektion durch Sonographie, in vivo Zytologie und in vivo

Molekularbiologie den befallenen Sentinel Node zu charakterisieren.
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Bislang wurden 109 Lymphknoten von 74 Patienten auf diese Weise untersucht,
wobei 62/109 dieser Lymphknoten sowohl gleichzeitig in vivo als auch in vitro
punktiert wurden (in vivo wurden oftmals auch mehrere Lymphknoten punktiert oder
auch nachgeschaltete Lymphknoten zusatzlich vom OP entfernt)

Wahrend der praoperativen Ultraschalluntersuchung kann nicht nur das der
Markierung der Lymphabstromszintigraphie entsprechende Lymphabstromgebiet per
Ultraschall untersucht werden, sondern auch daruber betrachtet werden. Bislang
wurden 77 der 109 insgesamt entfernten Lymphknoten schon praoperativ unter dem
sonographischen Verdacht eines Sentinel Node punktiert. Von den 32/109
Lymphknoten, die nicht praoperativ punktiert wurden, war nur einer histologisch
befallen.

Bei 58/74 Patienten zeigte sich ein Lymphabstrom in nur einen Sentinel Node. Die
anderen 16/74 Patienten zeigten einen Lymphabstrom in mehrere Lymphknoten. Bei
13/16 Patienten konnte ein Lymphabstrom in zwei, bei 3/16 in drei Lymphknoten
nachgewiesen werden. Bei wiederum zwei dieser 3/16 Patienten waren die Sentinel
Nodes aullerdem in unterschiedlichen Lymphabstromregionen lokalisiert (rechts und
links axillar). Von den 13 Patienten mit zwei Sentinel Nodes lagen 8/13 in zwei
Lymphabstromregionen und 5/13 in einer Lymphabstromregion.

Bei 55/74 Patienten stimmte die Lokalisation der im Ultraschall entdeckten
Lymphknoten exakt mit der Lokalisation der Markierung der
Lymphabstromszintigraphie Uberein. Bei weiteren 14 Patienten konnten zusatzlich
auffallige Lymphknoten entdeckt werden, die sonographisch weiter nachbeobachtet
werden. Bei 4 Patienten konnte im Ultraschall kein Lymphknoten entdeckt werden,
was sich aber auch intraoperativ in 3 der Falle bestatigte, wo ebenfalls kein
Lymphknoten darstellbar war. Samtliche Ergebnisse der Ultraschalluntersuchungen

wurden schriftlich und mundlich vor OP an den Operateur Ubermittelt.
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Die Sentinel Nodes erfuhren generell eine sonographische Validierung, wobei diese
in benigne, eher benigne, eher maligne und maligne eingeteilt wurden. Insgesamt
wurden 28 der Lymphknoten als maligne/eher maligne eingestuft und 60 als eher
benigne /benigne. Von den histologisch tatsachlich befallenen 10 Sentinel Nodes von
10 Patienten waren 8 bereits in der praoperativen Sonographie als maligne /eher
maligne, also als suspekt eingestuft worden. Weitere 5 Patienten wiesen einen
histologischen Befall des Sentinel Nodes in Form eines Nachweises von Einzelzellen
(1- max. 5 Zellen) auf; ein weiterer Patient nur Einzelzellen in seiner afferenten
Lymphabstrombahn. Dementsprechend zeigte sich die in vivo Sonographie dieser
Sentinel Nodes nur in 2/5 dieser Patienten auffallig.

Ein weiterer praktischer Vorteil ergibt sich fur die Patienten, bei denen die
Lympabstromszintigraphie keinen Sentinel Node darstellen kann. Ein sonographisch
deutlich imponierender Lymphknoten kann beschrieben, abgemessen und in 2
Ebenen auf die Haut oder mittels einer kleinen Drahtmarkierung (anchor wire set; Fa.
Somatex, Berlin) markiert werden und so mit einer intraoperativen Markierung mit
Patentblau verglichen werden.

Wie schon im methodischen Teil geschildert, ist die Punktion eines Sentinel Node,
der anders als eine Melanommetastase kein echoarmes Ziel darstellt, technisch
schwieriger. Oft lassen sich auch nur verbreiterte echoarme Parenchymsdume
darstellen, die zudem mit einer Mehrperfusion im Powermode imponieren konnen, so
dass die Feinnadel dann zielsicher in die einzelnen Regionen innerhalb des Sentinel
Node gelenkt werden kann. Ein solcher Parenchymsaum ist dann nur wenige
Milimeter breit und bedarf der exakten und ultraschallgesteuerten
Nadelpositionierung.

Bei 4/10 histologisch positiven Patienten konnte bereits die in vivo Zytologie

Melanomzellen nachweisen. Einschrankend ist aber erforderlich, dass zum Erhalt
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eines ausreichend aussagekraftigen Praparates ein Teilbefall des Lymphknotens
vorhanden sein muss.

FNA-PCR aus in vivo Aspiraten

Die in vivo Aspiration bendétigt ein komplettes Aspirat aus einer Punktion, das
umgehend in flissigen Stickstoff verbracht wird, um den Erhalt der RNA zu
gewahrleisten. Um die Intaktheit der RNA zu garantieren, wurden interne und
externe Standards etabliert. Die RNA — Isolierung der FNA-probe erfolgte mit dem
Invisorb RNA kit (Invitek). Als Housekeeping Gene wird in Abwandlung zum
urspruinglichen Protokoll PBGD (Porphoblinogendesaminase) benutzt, da GAPDH
wie auch R-Actin aufgrund von Pseudogenen und Retropseudogenen zu falsch
positiven Ergebnissen bei DNA Kontamination flihren kann (106). Zusatzliche
Kontrollen wie das Mitfiihren einer Superscript-freien c-DNA Synthese und die
Durchfihrung einer Dnase Behandlung vor cDNA Synthese wurden noch neben den
ublichen bekannten MalRnahmen zur Verhinderung einer Kontamination in das
Protokoll mitaufgenommen.

Bislang wurden 60 FNA-PCR Untersuchungen durchgefiuhrt. Dabei wurden positive
Ergebnisse stets als Duplikate wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
zu zeigen. In 2 Fallen war das Aspirat bereits in der PCR aus dem in vivo Aspirat
positiv und korrelierte dabei in beiden Fallen mit dem histologischen Ergebnis. In 11
Fallen zeigte sich das Aspirat positiv, ohne dass eine histologische Entsprechung
bestanden hatte. In wieweit es sich hier um falsch positive Befunde handelt oder ob
der Befund eine Mimimal Residual Disease im Lymphknoten darstellt und mit einer
schlechteren Prognose einhergeht, muss anhand des krankheitsfreien und
Gesamtluberlebens geklart werden.

In vitro Sonographie

Der/die frisch entnommene/n Lymphknoten werden mit vorhandener afferenter
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Lymphabstrombahn umgehend zur sonographischen Untersuchung gebracht. Dabei
wird auch stets vermerkt, an welcher Region der enthommene Lymphknoten
lokalisiert war und ob intraoperativ eine deutliche Differenz zu den Ergebnissen des
praoperativen Sonographiebefundes bestanden hat. Die sonomorphologischen
Besonderheiten des in vitro Lymphknotens werden ebenso registriert wie die
Korrelation von GrofRe und Morphologie in Vergleich zum in vivo Befund.

In 63/109 Lymphknoten entsprach der entnommene Lymphknoten den in der in vivo
Untersuchung gefundenen Lymphknoten. In 37/109 Lymphknoten schien der
Lymphknoten nicht den voher markierten Lymphknoten zu entsprechen oder wurde
praoperativ nicht gesehen, da er in GréRe oder Morphologie keine Ubereinstimmung
zeigte, da es sich um nachgeschaltete Lymphknoten handelte (9 Ergebnisse noch
ausstehend). 12/60 der Lymphknoten, die sowohl in vivo als auch in vitro punktiert
wurden, zeigten keine Ubereinstimmung.

In vitro FNAC

Die in vitro FNAC ist insofern schwierig, da man bei Duchflihrung eines Aspirates an
sehr schmalen Objekten leicht Luft ansaugt und das Aspirat verloren geht.
Ausreichende Aspirate lassen sich hier durch wiederholte Punktionen errreichen. Die
Durchfihrung der Punktionen zeigte keine negativen Auswirkungen auf die
histologische Auswertung.

Ubereinstimmend zeigte sowohl die in vivo als auch die in vitro Punktion
lymphatisches Zellmaterial mit einem ahnlichen Repertoire an morphologischen
Zellen zum Ausschlul® einer in vivo Fehlpunktion. Bei 79 Punktionen konnte ein so
ausreichendes Aspirat erreicht werden, dass ein reaktiver Lymphknoten
diagnostiziert werden konnte. In nur 3 Fallen war das Aspirat nicht signifikant oder
nicht diagnostisch.

In den preliminaren Daten =zeigt sich bereits, dass eine relativ sichere
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sonographische Diagnostik des Sentinel-Node madglich ist. Die FNAC erbringt
naturlich im Vergleich mit der zytologischen Diagnostik einer bestehenden
Melanommetastase eine niedrigere Sensitivitat, jedoch bleibt im Verlauf der Studie

abzuwarten, ob eine Verbesserung mittels Tyrosinase PCR zu erreichen ist.

5. Drahtmarkierung zur  sonographischen Markierung von tiefen

Melanommetastasen

Eine praoperative Markierung von Metastasen kann sehr vorteilhaft bei Stadium Il
und IV Melanompatienten sein, die solitare Metastasen ohne weitere
Krankheitshinweise zeigen. Zunachst wurde das Vorgehen in einer kleinen Studie an
6 Melanompatienten beschrieben, wobei allerdings in 5/6 Fallen die Steuerung der
Drahtimplantation CT-gesteuert erfolgte (107).

Wir fuhrten eine Pilotstudie an konsekutiven Melanompatienten mit solitaren
Metastasen, in anatomisch ungunstiger Position durch. Teilweise war bereits eine
Operation vorausgegangen, bei der es nicht gelang, die Metastase erfolgreich zu
entfernen. Die Steuerung erfolgt ausschliellich durch Ultraschall. In die per
Ultraschall entdeckten Metastasen implantierten wir sonographisch Uber einen
Mandrin einen flexiblen Draht mit Anker-formigen Enden, die sich beim leichten
Zuruckziehen des Drahtes auflerhalb des Schaftes entfalten (Anchor-wire-

localization-set, FA Somatex, Berlin, Germany) (Abb 10).
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Abb. 10: Anchor Wire Localization Set

Auf diese Weise verankert sich der Draht sonographiegesteuert sicher in der
Metastase. Die Drahtmarkierung erfolgt im Vorraum des OP und ohne weitere
Umlagerung (zur Vermeidung einer Dislokation des Drahtes) wird die Metastase
entlang des Drahtes exstirpiert. Dies erlaubt kurzeOperationsschnitte und verringert
das Gewebstrauma. Zwei Patienten wiesen zwei In transit Metastasen auf, 8 weitere
nur jeweils eine solitiare Metastase in besonders tiefer, intra-oder inframuskularer
Lokalisation. In 11/12 Prozeduren lag die Drahtspitze intraoperativ tatsachlich
innerhalb der Lasion; in einem Fall verfehlte die Nadelspitze die Lasion um weniger
als 5 mm und war damit nahe genug am Ziel, um das Auffinden der Metastase zu
ermdglichen. Alle Operationen waren aufgrund der Drahtmarkierung mit geringerer
Invasivitat und in Lokalanasthesie mdglich. Verbreitung von Tumorzellen entlang der
Drahtmarkierung im Sinne einer Stichkanalmetastasierung wurde nicht beobachtet.
Auf diese Weise kann die ultraschallgesteuerte Drahtmarkierung Metastasen in der
Nachsorgesituation mittels Ultraschall sichtbar machen und eine sichere komplette

Resektion unterstitzen. Dies ist auch bei noch sehr kleinen Metastasen in
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ungunstiger Position moglich (108).

6. Tumormarker in der Melanomnachsorge

6.1. Tyrosinase als Tumormarker

In vielen Bereichen der Hamatologie und Onkologie ist es primares Ziel, durch ein
,Erkennen® von Tumorzellen in der Peripherie in Form von Mikrometastasen oder
zirkulierenden Tumorzellen den Nachweis einer ,minimal residual disease“ zu liefern
und hiermit ein Werkzeug zur Fruhdiagnostik eines sich entwickelnden Rezidivs zu
schaffen oder als Therapiemonitor zu nutzen (109;110). Tyrosinase ist das
Schlisselenzym der Melaninbiosynthese, das spezifisch fur Melanozyten und
Melanomzellen ist. Tyrosinase katalysiert die ersten beiden Schritte, die
Hydroxilierung von Tyrosin zu Dopa und die anschlielende Oxidation zu Dopachinon
(111-113). 1991 konnten mit der Kombination aus RT/PCR zum Nachweis von
Tyrosinase mMRNA erstmals zirkulierende Melanomzellen bei Patienten mit
metastasiertem Melanom im peripheren Blut nachgewiesen werden (101). In
weiteren Studien wurde zunachst versucht, den neuen Tumormarker durch
unterschiedlichste Labormethoden nachzuweisen und die Nachweisgrenze auf ein
geringes Niveau zu senken. So gelang der Nachweis einer Tumorzelle in 10 ml Blut
(114) oder innerhalb von 10 Millionen peripherer mononuklearer Zellen
(PBMC=peripheral blood mononuclear cells). Madglicherweise aufgrund der
unterschiedlichen Aufarbeitung d.h. ohne Vorliegen eines standardisierten Tests
ergaben sich fur die klinische Anwendung dieses Tumormarkers manchmal sogar
innerhalb  ein und derselben Studie (115) widersprichliche Ergebnisse
(110;116;117). So variierte bei Melanompatienten mit einer Fernmetastasierung die
Anzahl der im Blut Tyrosinase positiven Patienten zwischen 0% (118) und 100%

(114). Um den unterschiedlichen Aufarbeitungstechniken in den einzelnen Laboren
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gerecht zu werden wurde ein zentral von der EORTC durchgefuhrter Ringversuch
initiiert, der die Sensitivitat der einzelnen Labore — unter anderen unseres — prifte
(119). Zusatzliche Anwendung findet der Nachweis von Tyrosinase als
Lymphknotenstaging zur noch sensitiveren Diagnostik des Sentinel Nodes
(36;37;120;121) oder in Abwandlung als Tyrosinase RT-PCR aus Feinnadelaspiraten

von Lymphknoten (102).

6.2. Ein negatives Aspirat aus einer sonographisch auffalligen Lasion

kann eine positive Tyrosinase-PCR liefern

Ultraschall und zytologische Untersuchung des Materials erreichen ihre technischen
Grenzen, wenn die entdeckten Lasionen im Ultraschall beispielsweise aufgrund der
geringen Grole nicht mehr eindeutig metastasenverdachtig sind. Bei sehr kleinen
Lasionen treffen die oben geschilderten sonographischen Parameter (u.a. Vassallo-
Index) nicht mehr zu (82). Aufgrund der geringen Grolde gestaltet sich die
Feinnadelpunktion schwierig und das erhaltene Material kann entsprechend ,nicht
diagnostisch® ausfallen, d.h. die erforderliche Anzahl von 100 suspekten Zellen auf 2
Objekttragern, die unser Kriterium fur ein diagnostisches Punktat darstellt, wird nicht
erreicht. So konnte gezeigt werden, dass eine sonomorphologisch auffallige, jedoch
kleine und zytologisch negative Lasion, die zudem kein GrolRenwachstum uber 8
Monaten aufwies, eine positive Tyrosinase PCR aus der FNAC lieferte. Die nach
Beginn des Grollenwachstums  erforderliche  Exzision bestatigte eine
Melanommetastase. In wenigen sonographischen Arbeiten wird die Moglichkeit des
Vorliegens von Melanommetastasen ohne fassbares GroRenwachstum beschrieben.
Bei nicht eindeutiger Ultraschalldiagnostik einer Raumforderung ist das empfohlene
Vorgehen, den Patienten kurzfristig mit Ultraschall nachzukontrollieren und eine
Exstirpation nur bei Anderung von Morphologie oder GroRe durchzufihren (52).

Sollten diese Anderungen nicht fassbar sein, kdme es zu einer Verschleppung der
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Diagnose (122). Ahnlich haben im geschilderten Beispiel sowohl die Klinik, die
sonographische Vermessung und die noch als Zusatzdiagnostik mehrfach
durchgefuhrte Zytologie eine benigne Lasion ohne GroRenwachstum fur die Dauer
von 8 Monaten wahrscheinlich gemacht. Die Durchfuhrung der zusatzlichen
Tyrosinase-RT-PCR Untersuchung empfiehlt sich generell, vor allem aber bei
technisch schwierigen Lasionen - insbesondere bei Vorliegen von sich

widersprechenden diagnostischen Ergebnissen (81).

6.3. Tyrosinase FNA-PCR - eine minimal invasive molekularbiologische
Diagnostik

Patienten, die an einem Melanom mit einer Tumordicke grof3er 1,5 mm erkrankt sind,
weisen ein hohes Risiko einer Metastasierung in die regionalen Lymphknotenstation
auf. Die klinische Untersuchung weist Metastasen oft nur in einem spaten Stadium
auf. Durch die Einfuhrung der Weichteilsonographie lassen sich viele
Lymphknotenmetastasen in einem noch nicht palpablen Zustand nachweisen. In der
Diagnostik derartiger Veranderungen hat sich die Feinadelaspirationszytologie
(FNAC) als gunstig erwiesen. Jedoch zeigen sich in der sonographischen
Untersuchung oft auch metastasenverdachtige kleine Raumforderungen, die sich aus
den oben angefuhrten Grinden nur durch Exzision und histologische Untersuchung
sicher diagnostizieren lassen. Durch die EinflUhrung der molekularbiologischen
Techniken zum Nachweis von Tyrosinase mRNA mittels Kombination von Reverser
Transkriptase (RT) und Polymerasekettenreaktion (PCR) aus Feinnadelpunktaten
wurden Verbesserungen in der Diagnostik erreicht. In einer Vorlauferstudie konnte
die Durchfuhrbarkeit der Methode auch an derart kleinem Material bewiesen werden
(102). Ziel unserer Studie war es an einer groReren Fallzahl nachzuweisen, ob sich
Verbesserungen in der Friherkennung von Metastasen ergeben.

Im Rahmen der Melanomnachsorge wurden 81 Melanomrezidive entdeckt, von
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denen 9 palpabel waren. Technisch gelang die Gewinnung von Feinnadelausstrichen
in allen Fallen, wahrenddessen die Gewinnung von vitaler RNA in 2 Fallen in der
Anfangsphase misslang. 79 Lasionen konnten komplett mittels B-scan, FNAC und
FNA-PCR evaluiert werden. Die Methoden der Verifizierung wurden in ihrer
Sensitivitat verglichen. Im Nachweis der 44 Metastasen zeigte sich die FNA-PCR mit
Positivitat in allen Metastasen (100%) den anderen Methoden Uberlegen. Die
klinische Untersuchung fuhrte zum Nachweis bei 20% der Metastasen (n=9,
p<0.0001), die Ultraschalluntersuchung bei 80% (n=35, p<0.005) und die FNAC bei
89% (n=39, p<0,05). Vor allem in den sehr kleinen Metastasen mit einem
Durchmesser unter 1 cm erwies sich die FNA-PCR den anderen Methoden deutlich
uberlegen. Erneut gelang der Metastasennachweis der FNA-PCR in 100% (n=18), im
Gegensatz zu 6 % bei der klinischen Untersuchung (n=1, p<0.0001), in 72% bei der
Ultraschalluntersuchung (n=13, p<0.05) und in 78% mit der FNAC (n=14, p<0.07)
(99). Eine zusatzliche Stadienabhangigkeit der Tyrosinasebestimmung aus dem
zeitgleich abgenommenen peripheren Blut konnte bei den Patienten mit
Melanomrezidiv nachgewiesen werden. Jedoch auch bei den Patienten ohne
zeitgleichen Rezidivhachweis konnte eine Zunahme der Tyrosinasepositivitat mit

zunehmendem Stadium beobachtet werden.

6.4. Tyrosinase RT-PCR aus dem peripheren Blut als

Metastasierungsmarker

Das biologische Verhalten eines Melanoms ist beim einzelnen Patienten schwer
vorhersehbar (123). Prognostische Kriterien des Primartumors wie Tumordicke,
Ulzeration und Sentinel node Status sind bei Melanompatienten im fortgeschrittenen
Stadium (Stadium Ill/IV) ohne Aussagekraft. Seit jeher war das Bestreben, einen
friheren und besseren prognostischen Marker besonders fur Patienten in einem

fortgeschrittenen Melanomstadium zu finden (124). Meist kommt es zum
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disseminierten Stadium durch hamatogene Metastasierung. Der Nachweis von
Melanomzellen im Blut nach Resektion des Primartumors oder Resektion eines
befallenen Lymphknotens kdnnte deshalb ein nutzlicher Indikator fur die Patienten
sein, die im Begriff sind klinisch evidente Metastasen zu entwickeln (125;126). Von
der Entdeckung zirkulierender Tumorzellen erhofft man sich, eine Vorhersage fur das
Gesamtuberleben ableiten und Therapien Uberwachen zu kénnen (126).

Tyrosinase ist einer der spezifischsten Marker fur die Melanozytendifferenzierung
(116) und mithilfe der durch Smith et al erstmalig beschriebene Methode gelang es,
eine einzige Melanomzelle in verschiedensten Serienverdiunnungsexperimenten vor
dem Hintergrund von z. B. 1 Million mononukledren Blutzellen (127;128)
nachzuweisen. Melanozyten zirkulieren normalerweise nicht im peripheren Blut
(127). Weitere Hinweise lieferte der fehlende Nachweis von Tyrosinase im Blut
gesunder Individuen (114;127;129;130). 50 Kontrollpatienten - gesunde Kontrollen
und Patienten mit anderen malignen Tumoren - waren in einer grof3eren Studie von
Mellado et al. im Blut ohne Tyrosinasenachweis (131). Wahrend die fruheren Studien
eher die Sensitiviat der Methode an groleren Melanompatienten Kollektiven in
unterschiedlicher Aufarbeitung untersuchten (114;115;118;123;129;132) (133;134)
haben neuere Arbeiten versucht, eine Korrelation des Bluttests mit dem klinischen
Verlauf zu schaffen und Beziige zu Gesamt- und rezidivfreiem Uberleben
herzustellen (126;131;135-137). So ging die Tyrosinase-Blutpositivitat bei 9/48
Patienten in einem disseminierten Melanomstadium mit einer Tumorprogression
parallel, wahrend man bei Tyrosinase negativen Patienten keinen Tumor nachweisen
konnte (127). Mellado et al berichteten, dass 9/17 Stadium Il und Ill Patienten mit
einem positiven Tyrosinasebluttest Rezidive entwickelten. Zum Vergleich zeigten nur
3/22 Patienten derselben Studie mit einem negativen Bluttestergebnis ein Rezidiv.

Hoon et al. favorisieren die Anwendung einer Multimarker PCR, wobei jedoch eigene
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Arbeiten (Inauguraldissertation lvonne Bedei, Ulm) beispielsweise eine hohe Rate an
falsch positiven Muc-18 Proben bei der Bestimmung aus dem Blut gesunder
Kontrollpersonen zeigte. PCR Tests mit Muc-18, gp 100 und p 97 aus dem Blut von
gesunden Patienten verliefen auch in einer Studie von Curry et al. positiv (125). 66%
der Stadium |, II, und Il Patienten hatten parallel zu ihren Rezidiven positive
Tyrosinasebestimmungen aus dem peripheren Blut zu einem Zeitpunkt von 3
Monaten nach Resektion. Fur Stadium Il Patienten allein war dies sogar in 73% der
Rezidivpatienten der Fall. Jedoch war bei 16/47 Patienten mit Rezidiv der Bluttest
falsch negativ. Dies fuhren die Autoren auf eine intermittierende Ausschuttung von
Tumorzellen in das periphere Blut zurick oder auf wenige Tumorzellen unterhalb der
Nachweisgrenze (136) und fordern als Ausblick langere Nachbeobachtungsdauern
der einzelnen Studien. Ahnliche Schliisse zogen auch Reinhold et al. aus den
Ergebnissen von chronologisch gestaffelten Blutabnahmen am selben Tag (138). In
einer Studie von Ghossein wurde erstmalig die Bedeutung des
Tyrosinasenachweises im Knochenmark neben Bluttyrosinasebestimmungen
untersucht (124). Ein spezifischer Nachweis der Tyrosinase in beiden
Kompartimenten gelingt. Wahrend die PCR Ergebnisse aus beiden Kompartimenten
bei Stadium IV Patienten keine pradiktive Aussagekraft auf das Uberleben hatten,
war die Bestimmung von Tyrosinase aus dem peripheren Blut signifikant mit dem
Gesamtuberleben von Stadium Il und Il Patienten korreliert. Als Ausblick forderten
die Autoren die Notwendigkeit der Studie von seriellen Blutabnahmen bei einer
grolderen Patientenkohorte.

In einer eigenen Studie wollten wir den prognostischen Wert der Tyrosinase RT-PCR
fur den Routinegebrauch im Rahmen der Melanomnachsorge testen. Insgesamt 212
Blutproben von Melanompatienten in allen klinischen Stadien wurden prospektiv

untersucht und die prozentuale Anzahl der im Blut Tyrosinase positiven
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Melanompatienten stieg an. Nach einer mittleren Nachbeobachtungszeit von
36 Monaten zeigten die Stadium Il Patienten mit einer positiven
Tyrosinasebstimmung im Blut ein signifikant verkiirztes rezidivfreies Uberleben im
Vergleich zu den Tyrosinasenegativen Patienten. In multipler Regressionsanalyse
blieben klinisches Stadium wund Tyrosinase positive Bluttests die besten
prognostischen Faktoren. Die ,Hazard Ratio* fir das Gesamtuberleben waren 97.0
(Konfidenzintervall 12,7-741, p=0.0001) fur metastatische Erkrankung versus
rezidivfreier Melanomerkrankung und 4,33 (Konfidenzintervall 1,69-11,1, p=0,002)

fur positive versus negative Tyrosinase RT-PCR.

6.5. Serielle Tyrosinase Bestimmungen aus dem peripheren Blut liefern

Aussagen liber die Rezidivwahrscheinlichkeit

Aufgrund der unterschiedlichen Angaben Uber die Positivitat der Tyrosinase im
peripheren Blut und der Rate an falsch positiven Tyrosinase Tests schlugen einige
Autoren serielle Tyrosinasebestimmungen in Kombination mit einer langeren
Nachbeobachtungszeit vor (125;126). Trotz der klinischen Anwendung von
insbesondere zwei weiteren Tumormarkern, dem 27 kD Protein S-100 oder das
Protein MIA (,melanoma inhibitory activity), das urpringlich aus der Hirnmetastase
eines Melanompatienten isoliert wurde, erlosch das Interesse an Studien mit der
Tyrosinase-RT-PCR nie. Mehr denn je wird versucht die interessanten
prognostischen Ergebnisse in weiteren prospektiven Studien zu bestatigen. So
konnte eine australische Studie zeigen, dass die Tyrosinase-RT-PCR ein wichtigerer
prognostischer Faktor fiir das erkrankungsfreie Uberleben eines Melanompatienten
ist als Tumordicke oder der Lymphknotenstatus (136). Neuere Studien kdnnen
beispielsweise eine enge Korrelation zur Tumorlast nachweisen (38), nutzen die
Methodik zum Nachweis von Melanomzellen im Liquor cerebrospinalis (139) oder zur

Uberwachung einer Vakzinetherapie (140). In einer eigenen Studie haben wir die
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klinische Relevanz von zirkulierenden Melanomzellen anhand serieller Blutabnahmen
derselben Patienten untersucht. Von 66 Stadium Il Patienten und 34 Stadium llI
Patienten (jeweils AJCC Staging System) wurden insgesamt 248 Blutproben in
einem Testintervall von 3 Jahren mit einem RT-PCR Assay seriell untersucht. Die
mittlere Nachbeobachtunszeit betrug 3,5 Jahre. Das krankheitsfreie Uberleben wurde
kalkuliert als Zeit von der ersten Blutabnahme bis zum Melanom bedingten
Versterben. Patienten mit einem positiven RT-PCR Test zeigten in einem Cox Modell
ein deutlich hoheres Risiko, an einem Melanom zu versterben mit einem
Risikoverhaltnis (,hazard ratio) von 48.7 (95% - Konfidenzintervall 5,0-474,0,
p<0,001). Somit konnte in dieser Studie eine enge Assoziation zwischen PCR
Ergebnis und krankheitsspezifischem Uberleben gezeigt werden und kdnnte in
ahnlicher Weise wie der Sentinel Node Status wichtige prognostische Hinweise auf
den Verlauf der individuellen Melanomerkrankung liefern (141). Dies bedeutet vor
allem, dass die serielle Tyrosinasebestimmung keine Entscheidungshilfe im Moment
der Blutabnahme darstellt, aber durch Korrelation mit einer Langzeitbeobachtung
einen prognostischen Faktor darstellen konnte. Mit dieser Stratifikationshilfe konnten
Patienten als Hochrisikopatienten herausgefiltert werden und adjuvanten Therapien
zugefuhrt werden (141). Die Studie war so angelegt, dass die seriellen
Tyrosinasebestimmungen im Rahmen der regularen Melanomnachsorge stattfanden
und sich die Haufigkeit der Blutabnahmen pro Patient nach der Engmaschigkeit ihrer

Nachsorgeintervalle, d.h. nach der Tumordicke richteten.

6.6. MIA-Proteinbestimmung im peripheren Blut als Metastasierungsmarker

Die serielle Tyrosinasebestimmung in unserer prospektiven Studie konnte problemlos
begleitend zur Nachsorge durchgeflhrt werden. Allerdings sind grofe limitierende

Faktoren die Zeitdauer und die notwendigen internen und externen Kontrollen bei der
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RT-PCR.

Eine sehr groRe Tumornachsorge mit vielen Melanompatienten, wie dies in der
Charité der Fall ist, kann gunstiger mit einem schnell zu verarbeitenden Tumormarker
uberwacht werden. So wird ein mittlerweile ein kommerziell erhaltlicher Kit
angeboten, mit dem viele Blutproben des Tumormarkers MIA gleichzeitig als ELISA
verarbeitet werden konnen.

MIA, auch ,melanoma inhibitory activity“ genannt, wurde zunachst als |6sliches 11 kD
Protein aus einer Melanomzelllinie in vitro isoliert, die aus einer Hirnmetastase eines
Melanompatienten etabliert worden war (142;143). Zunehmend wurde aus dem in
vitro Ansatz heraus die in vivo Anwendung an Melanompatienten erprobt. Eine
stadienabhangige Zunahme der MIA-positivitat konnte in einer Studie von 1997
gezeigt werden, wobei erhohte MIA-Level, gemessen in einem nichtradioaktiven
ELISA, sogar bei 100% aller Melanompatienten im Stadium Ill und IV auftraten (144).
MIA sei in seiner Sensitivitdt auch dem Tumormarker S 100 Uberlegen (144).

In einer weiteren Arbeit wurde eine Korrelation der klinisch sichtbaren Tumorlast bei
Stadium Il und IV Patienten und dem erhdhten MIA-Level beschrieben und der
Erfolg einer Chemotherapie auch am absinkenden MIA-Level gemessen (145).

Eine mdgliche Anwendung fur Metastasen von Aderhautmelanomen wurde
zusatzlich nachgewiesen (146).

Eine schwache Expression von MIA wurde auch in Naevuszellnaevi, nicht jedoch in
normalen Melanozyten oder Keratinozyten beschrieben. Zusatzlich wurden erhdhte
MIA werte in fortgeschrittenen Stadien von Brustkrebs nachgewiesen, wobei die
Anwendung von MIA als Marker fur maligne epitheliale Neoplasien als geeignet
erschien (147). Die in allen Arbeiten immer wieder beschriebenen, erhohten MIA-
werte bei Stadium | und Il Patienten um die 20% konnten in ihrer prognostischen

Bedeutung noch nicht letztendlich gedeutet werden. In einer neueren Studie mit 830
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MIA-Blutwerten an 326 Melanompatienten zeigten 5,6% der Blutproben von Stadium
I/ll erhdhte MIA-level im Vergleich zu 60% im Stadium IIl und 89, 5% im Stadium IV
(148).

Weiterhin wurde die Anwendung von MIA zum Monitoring von Therapien (polyvalente
Melanomvakzine, IFN-alpha 2b Therapie, Interleukin-2 Therapie) untersucht, wobei
Patienten mit fehlenden klinischen Metastasennachweis oder Therapieansprecher
niedrigere Level aufwiesen als solche mit fortschreitender Erkrankung (149). Ahnlich
wie MIA war auch der Tumormarker S100, ein 27kD Protein, als nutzlich zur
Verlaufsbeobachtung von Melanompatienten unter Therapie beschrieben worden
(150). In einer vergleichenden Studie wurde die Signifikanz der beiden Marker
hinsichtlich Nachsorge, Therapiemonitoring und prognostischem Wert untersucht.
Beide Tumormarker schienen geeignet, den Patienten unter Chemotherapie in
seinem Verlauf und Ansprechen sowie den Nachsorgepatienten mit Rezidiv korrekt
zu beurteilen, wobei MIA gegenuber S100 eine etwas hdhere Spezifitat und
Sensitivitat aufwies (151). In einem weiteren direkten Vergleich zwischen S100 und
MIA zeigte S100 in 81,5% der Falle eine direkte Korrelation zwischen Markerwerten
und klinischem Verlauf, aber auch in 20% falsch positive und in weiteren 20 % falsch
negative Werte.

MIA wies in dieser Studie eine Korrelation zum klinischen Verlauf in 73,8% auf, bei
8% falsch positiven und 32,5% falsch negativen Werten (152). Jedoch zeigten auch
Patienten mit  kolorektalen, Magen-, Pankreas-, hepatozellularen und
Gallenblasenkarzinomen, die an einem fortschreitenden Tumorgeschehen litten,
erhohte Level von MIA und S100 (153). In einer niederlandischen Arbeitsgruppe, die
eine RT-PCR zum Nachweis von MIA als Melanom-spezifischem Kandidatengen
durchfuhrten, konnte MIA mRNA bei 16/19 Melanomzelllinien und bei 7/16

Nichtmelanomzellinien nach 30 Zyklen einer RT-PCR nachgewiesen werden. Nach
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einer Erhdhung der Zyklenzahl auf 60 Zyklen konnte MIA mRNA sogar in allen
Zelllinien nachgewiesen werden, ebenso wie im Blut von gesunden Probanden, so
dass MIA zum Nachweis von geringsten Mengen von Melanomzellen im Sinne einer
»-minimal residual disease® nicht geeignet erschien (154). Weitere widerspruchliche
Daten liefern die Untersuchungen von Deichmann et al, der die Anwendung der
Tumormarker MIA, S100 und der Laktatdehydrogenase (LDH) testete. In seinen
Untersuchungen an 71 Stadium IV (AJCC Staging) Melanompatienten war nur die
Laktatdehydrogenase (LDH) als einziger statistisch signifikanter Marker hinsichtlich
des klinischen Verlaufs tauglich (155).

In der Nachsorge bedeutet ein erhdhter Tumormarker, bei einem Patienten mit weder
klinisch noch sonographisch evidenten Metastasen konsequenterweise zunachst
eine Kontrolle des Laborwertes, dann aber auch die Einleitung erweiterter
Stagingmalinahmen. Neben der psychischen Verunsicherung des Patienten,
entstehen im Falle eines erhdhten Tumormarkers und fehlendem
Metastasennachweis in den apparativen Untersuchungen, auch erhebliche Kosten.
Ein solch falsch positiver Tumormarker bedarf letztendlich ebenfalls ein langeres
Follow-up an einem grof3en Patientenkollektiv, um die Frage einer verschlechterten
Langzeitprognose durch den erhdhten Tumormarker zu klaren.

Andererseits kann ein erhdohter Tumormarker begleitend zu einem Kklinisch oder
sonographisch bereits in der Nachsorge evidenten Metastasennachweis auftreten,
d.h. der Tumormarker korreliert zwar mit dem Tumornachweis, fuhrt aber selbst nicht
zur Metastasenentdeckung.

Die dritte und fur die klinische Anwendung eines Tumormarkers winschenswerteste
Variante ist ein im Rahmen eines Routinestaging zufallig erhéhter Tumormarker, der
ein Staging nach sich zieht und auf diese Weise zur Metastasenentdeckung fuhrt. In

einer Studie mit groRen Fallzahlen an der Hautklinik Charité versuchen wir derzeit zu
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klaren, inwieweit der Tumormarker MIA selbst eine Metastasenentdeckung ausgelost
hat und wie hoch Sensitivitat und vor allem Spezifitdt sind. Es sind vor allem die
falsch positiven Werte und damit die erniedrigte Spezifitat, die die Anwendung eines
Tumormarkers klinisch limitieren.

Derzeit findet die statistische Auswertung an seriellen MIA-Blutbestimmungen von
2000 Melanompatienten statt. Dabei werden klinischer Verlauf, rezidivfreies und
Gesamtuberleben sowie die verursachten Kosten betrachtet, aber auch

insbesondere Sensitivitat und Spezifitat des MIA-Wertes berechnet.

7. Diskussion

Prognose bei einer Lymphknotenmetastasierung

Es ist allgemein akzeptiert, dass Patienten nach Resektion eines klinisch manifesten
Lymphknotenbefalls eine deutlich schlechtere 5-Jahresuberlebensrate haben (15%)
als Patienten mit einem nur mikroskopisch nachweisbaren Lymphknotenbefall
(5 —JUR:50%) (156). Ebenso wurde gezeigt, dass die Gesamtiberlebensrate von
Melanompatienten mit der Anzahl der befallenen Lymphknoten einer
Lymphknotenstation abnimmt (157) (158) (159). Patienten mit nur einer
Lymphknotenmetastase haben eine bessere 5-Jahresuberlebensrate (42-58%) als
solche mit 5 oder mehr befallenen Lymphknoten. (10-18%) (17;71). In einer Studie
von Buzaid et al. war jedoch die Grol3e der Lymphknotenmetastasen, wie sie durch
die klinische Untersuchung bestimmt wurden sowie die GrélRe des grofRten
histologisch vermessenen Lymphknotens kein zuverlassiger prognostischer Faktor
fir das Uberleben (65). Im Gegensatz dazu konnte in der von uns an einem grof3en
Melanompatientenkollektiv durchgefuhrten Studie eindeutig gezeigt werden, dass
Patienten mit einem kleineren Durchmesser (< 15 mm) der Lymphknoten-

Melanommetastasen, die nur mittels Ultraschall entdeckt werden konnen, ein
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verbessertes Gesamtiuberleben aufwiesen als die Patienten mit einem grof3eren
Durchmesser der Metastasen (71).

Ultraschalldiagnostik in der Melanomnachsorge

Bei Vergleich der Nachsorgekriterien wird der Ultraschall noch nicht als effektives
Hilfsmittel in Nachsorge und Management des malignen Melanoms allgemein
akzeptiert. Obwohl einige Autoren in kleineren Studien die Nutzung des Ultraschalls
zum praoperativen Staging und zur Nachsorge empfehlen (66-69), wird Ultraschall
aulRerhalb Europas kaum eingesetzt. Obwohl Ultraschall der Palpation in der
Metastasenentdeckung uberlegen ist, erscheint er zu teuer oder zu zeitintensiv. Bei
einem routinierten Untersucher dauert es ca. 5 Minuten, eine beidseitige
Lymphknotenstation sicher zu schallen. Die Lymphknotensonographie ist mit einer
Sensitivitat zwischen 92 (69;160) und 100% (66) sicher in der Lage, nicht
neoplastische Lymphknoten von Metastasen zu unterscheiden. Im Gegensatz dazu
weist die klinische Untersuchung nur eine Sensitivitat zwischen 23% (69) und 52%
(66) auf. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte die Ultraschalldiagnostik der
Lymphknotenstationen als kostengunstige, nicht invasive Methode grundsatzlich als
Standarduntersuchung in der Melanomnachsorge durchgefihrt werden (69). Die
frihe Erkennung von Lymphknotenrezidiven vermag weiterhin die Patienten mit
einem hohen Rezidivierungsrisiko zu identifizieren, die besonders geeignet sind fur
adjuvante Therapien im Anschlufd an eine Metastasenexstirpation.

Bedeutung der Feinnadelaspirationszytologie

Die sonographiegesteuerte FNAC ermoglicht die sichere Diagnose von auch sehr
kleinen, nur mit dem Ultraschall entdeckbaren La&sionen (69;70). So ist ein
wesentlich frihzeitigeres Staging mit den entsprechenden Therapieentscheidungen
maglich, da die Indikation fur eine FNAC wesentlich leichter als die Indikation zu

einer chirurgischen Extirpation einer suspekten Lasion zu stellen ist. Die FNAC
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konnte in der Studie von Rossi (69) alle durch Ultraschall und Palpation als falsch
positiv interpretierten Lasionen einer richtigen Diagnose zufuhren. So wird einer
Vielzahl von Patienten die Exzision von klinisch verdachtigen, tatsachlich aber
benignen Lasionen erspart. Daruber hinaus wird in vielen Arbeiten von Tumoren der
Kopf/Hals Region der Wert des Ultraschalls in der Nachsorge sogar hoher bewertet
als die Computertomographie, da bei letzterer Methode die kleineren Metastasen
haufiger Ubersehen werden (161).

Weitere Méglichkeiten des Ultraschalls

In einem dritten Einsatzbereich vermag der Ultraschall das praoperative Auffinden
von kutanen, subkutanen oder Lymphknotenmetastasen zu erleichtern. Zusatzlich
kann in schwierigen Lokalisationen oder bei Vorliegen einer Rezidivoperation eine
Drahtmarkierung erfolgen. Diese Technik ist fur Patienten mit solitaren Metastasen
von Bedeutung, da diese so mit hoher Sicherheit des Auffindens der Metastase
operiert werden konnen.

Bei Stadium IV Patienten gelten in multifaktorieller Analyse die Anzahl der
metastatischen Lokalisationen (162), die Remissionsdauer sowie die anatomischen
Regionen der Metastasen als primare prognostische Faktoren (163). Coit fasste
folgende prognostische Faktoren als gunstig zusammen: langeres rezidivfreies
Intervall, eine Metastasierungsregion, komplette Resektion und fehlender Organbefall
(164). Patienten mit isolierten, nicht viszeralen Metastasen hatten die beste
Prognose, wohingegen Patienten mit viszeralen Metastasen (plus oder minus nicht
viszerale Metastasen) einen schlechteren Verlauf zeigten (mittleres Uberleben
8 Monate versus 3 Monate; 1 Jahresuberleben 46% versus 18%). Deswegen
scheinen diese Patienten eine Untergruppierung zu sein, die am meisten von einer
Drahtmarkierung zur definitiven Entfernung ihrer solitiren Metastasen profitieren

konnten. Dies gilt besonders flr tief subkutane in transit Metastasen oder solitare
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Rezidive von Lymphknotenmetastasen nach einer therapeutischen
Lymphknotendissektion bei fehlendem Nachweis einer Fernmetastasierung.

Ein weiterer derzeit besonders interessanter Vorteil ist die sichere Beschaffung von
patienteneigenem Tumormaterial zur Herstellung von autologen Vakzinen im
Rahmen einer adjuvanten oder palliativen Vakzinierungstherapie. Hier kdnnten vor
allem im Stadium Il Patienten von einer adjuvanten spezifischen Immunttherapie
profitieren.

In unserem Nachsorgeprotokoll dient der Ultraschall in erster Linie dazu, klinisch
unauffallige, tatsachlich aber befallene Lymphknoten zu erkennen. Zweitens soll die
Feinnadelpunktion als nicht invasive, zuverlassige Technik die ndétige
,Bestatigungsreaktion® liefern, die ambulant kostengunstig durchfuhrbar ist. Nach
Auswertung unserer Nachsorgeprotokolle sind Lymphknotenmetastasen ab einer
GroRe von 3 mm schon erkennbar, ab 5 - 10 mm gelang es, sie sicher zu
diagnostizieren. Auch in der Erkennung des Sentinel Nodes und der Aussage, ob
dieser befallen ist oder nicht, tritt zunehmende Sicherheit mit steigenden
Untersuchungszahlen auf, wodurch diese sonographisch oft benigne imponierenden,

echoreicheren Punktionsziele der Feinnadeldiagnostik zufuhrbar werden.
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8. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist ein Tumor, der eine rasch steigende Inzidenz und auch
Mortalitat aufweist. Trotz verbesserter Chemo- und Immuntherapien sowie neuartiger
Tumorvakzinationstherapien ist die Prognose von Patienten im Stadium der
Fernmetastasierung infaust. Daher gilt neben der Pravention die frihzeitige Exzision
des Primartumors in einem kurativen Stadium als Therapie der Wahl. Abhangig von
der Tumordicke ist eine lymphogene oder hamatogene Metastasierung madglich. Die
Metastasierung in die regiondren Lymphknotenstationen ist die haufigste
Metastasierungsart. Durch die Einfuhrung der Weichteilsonographie der regionaren
Lymphknotenstationen wurde versucht, eine Verbesserung in der Diagnostik dieser
Metastasen zu erreichen.

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeiten war es, die verschiedenen Muster, die sich in
der sonographischen Abbildung von Lymphknoten ergeben, naher zu
charakterisieren. So konnte schon durch die rein bildgebende Darstellung eine valide
Differenzierung zwischen ,benigne“ und ,maligne“ ermdglicht werden. In einer
grollen prospektiven Studie lield sich zeigen, dass die Friherkennung von
Lymphknotenmetastasen zu einem verbesserten rezidivfreien und Gesamtuberleben
der untersuchten Melanompatienten fuhrte. Durch Kombination der Sonographie mit
einer sonographiegesteuerten Feinnadelpunktion konnte eine hohe diagnostische
Sicherheit im Erkennen von Melanommetastasen mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
bewiesen werden, die zudem noch eine minimal invasive Methode darstellt und im
Falle von benignen Befunden die diagnostische Exstirpation ertbrigt. Diese
Diagnostik kann auf sehr kleine Ziele angewendet werden, wie auch beispielsweise

den Sentinelnode als Bestandteil der Diagnostik nach Exzision des Primartumors.
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Sonographisch entdeckte Metastasen, die sich in einer sehr unginstigen Position
befinden, konnen mit Hilfe einer ultraschallgesteuerten Drahtmarkierung so gut
gekennzeichnet werden, dass eine operative Resektion besser gelingt.

Mit dem Nachweis von Transskripten des Enzyms Tyrosinase im Blut mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion war eine grundsatzliche Moglichkeit beschrieben worden,
eine lymphogene oder hamatogene Metastasierung schon auf Zellebene entdecken
zu konnen. In unseren Arbeiten wird diese Methode eingesetzt, eine frihe
Metastasierung des Lymphknotens mit dem Vorliegen weniger oder keiner maligner
Zellen im Aspirat durch Kombination einer PCR aus dem Feinnadelaspirat als FNA-
PCR zu ermdglichen. Dies ist auch schon als Frihdiagnostik aus dem Sentinel node
moglich. Zusatzlich wurde der Wert der Tyrosinasebestimmungen aus dem
peripheren Blut untersucht. Es liel3 sich eine Zunahme der Prozentzahl an positiven
Laborwerten mit steigendem klinischem Stadium nachweisen. Auf3erdem konnte an
seriellen Untersuchungen derselben Stadium Il und Il Melanompatienten unter
Einbeziehung einer langen Nachbeobachtungszeit gezeigt werden, dass die
Tyrosinase-PCR Untersuchung aus dem peripheren Blut vor allen Dingen einen
validen Marker fur die Langzeitprognose der genannten Stadien darstellt und ein
positives Ergebnis mit einer deutlichen Verschlechterung des krankheitspezifischen
Uberlebens einhergeht.

Eine Alternative zur Tyrosinasebestimmung aus dem peripheren Blut bietet die
Bestimmung des Tumormarkers MIA, insbesondere zur Verlaufskontrolle von
disseminierten Stadien eines Melanoms unter Therapie. Eine Untersuchung an
einem grofRen Kollektiv von Melanompatienten befindet sich derzeit in statistischer
Auswertung.

Die Arbeit fuhrt, gestutzt auf die Literatur und eigene Untersuchungen, zu neuen

Einsichten und Konzepten in der Melanomnachsorge und der Fruherkennung von
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Rezidiven. Ein umfassendes Verstandnis dieser Moglichkeiten ist vielleicht

entscheidend fur den richigen Zeitpunkt einer therapeutischen Entscheidung.
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