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1. Einleitung

1.1. Malignes Melanom

1.1.1. Definition

Das maligne Melanom ist ein bdsartiger Tumor, der sich zumeist an der sichtbaren Haut,
seltener an Schleimhauten, am Auge (Uvea und Retina) und an den Hirnhduten durch

maligne Transformation von melanozytaren Zellen entwickelt.

1.1.2. Epidemiologie

1.1.2.1. Inzidenz

Das maligne Melanom betrifft vorwiegend die weil3e Bevolkerung. Bei Afrikanern und Asiaten
tritt das maligne Melanom nur selten auf und betrifft dann vornehmlich Hande, FiRRe sowie
die Schleimhéaute.

Weltweit wurde in den letzten Jahrzehnten eine steigende Inzidenz beobachtet. Wurde in
Westdeutschland zu Beginn der 70er Jahre eine Inzidenz von 3 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner pro Jahr dokumentiert, so lag sie hier in den 90er Jahren zwischen 9-12
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Europaweit lag die Zahl der
Neuerkrankungen zwischen 5-7 in den mediterranen und 15 pro 100.000 Einwohner in den
skandinavischen Landern. Amerika liegt fir diesen Zeitraum mit einer Inzidenz von 10-20
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr auf einem geringfligig hoheren Niveau
als Europa. Im Vergleich dazu findet sich in Australien mit 40-60 pro 100.000 Einwohner und
Jahr die weltweit hdchste Inzidenz. Erfreulicherweise zeichnete sich in den letzten Jahren in
einigen Landern jedoch ein verlangsamter Anstieg ab (Garbe et al. 2001, Hall et al. 1999,
McKie 1998).

1.1.2.2. Mortalitat

Mit der Inzidenz ist auch die Mortalitéat des malignen Melanoms in den letzten Jahrzehnten
angestiegen. In Deutschland zeigt ein Vergleich von 1970 und 1995 einen Anstieg der
Mortalitdt bei Mannern von 1,7 auf 3,2 Todesfélle pro 100.000 Einwohner und bei Frauen

von 1,6 auf 2,0 pro 100.000 Einwohner. Trotzdem fiel der Anstieg im Vergleich zur Inzidenz
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deutlich geringer aus. Dies kénnte auf eine bessere Friiherkennung sowie ein verbessertes
Management von malignen Melanomen zurlickzufiihren sein (Garbe et al. 2001, McKie
1998).

1.1.2.3. Geschlechts- / Altersverteilung

Wahrend in den 70er Jahren noch ca. 2/3 aller Melanompatienten weiblich waren, zeigt sich
heute eine ausgeglichenere Geschlechtsverteilung mit einem mannlichen Anteil der
Melanompatienten von mehr als 45%. Eine leichte Pradominanz des weiblichen Geschlechts
findet sich auch in anderen europaischen Landern wie z.B. Scotland (Garbe et al. 2001,
MacKie 1998). Melanome vor der Pubertat sind eine extreme Seltenheit, diese entstehen
vornehmlich in groR3flachigen, kongenitalen Navuszellndvi (Ceballos et al. 1995, Hendrickson
und Ross 1981). Die Mehrzahl der Melanome entwickeln sich zwischen dem 20.-70.

Lebensjahr mit einem Altersgipfel zwischen dem 50.-60. Lebensjahr (Garbe et al. 2001).

1.1.2.4. Risikofaktoren (ausldésende- u. pradisponie  rende)

Mehrere intraindividuelle Faktoren sind von unterschiedlichen Autoren als unabhangige
Risikofaktoren fur die Entstehung von malignen Melanomen beschrieben worden (Holly et al.
1987, MacKie 1998, Sverdlow et al. 1986, Weil} et al. 1990).

So ist das relative Risiko fur Patienten mit Hauttyp | oder Il nach Fitzpatrick im Vergleich zu
denen mit Hauttyp Il oder IV signifikant erhéht. Ebenso gehen rote oder blonde Haare und
das Vorhandensein von Sommersprossen mit einem erhéhten Melanomrisiko einher. Die
Augenfarbe hingegen ist lediglich ein schwaches Kriterium, wenn es um die Einschatzung
des individuellen Melanomrisikos geht. Hier sind jedoch die Patienten mit blauer Augenfarbe
gefahrdeter als andere.

Eine hohe Anzahl an benignen melanozytéaren Navi sowie das Auftreten von mehr als 5
sogenannten dysplastischen Naevuszellnavi sind weitere wichtige Parameter, die mit einem
gesteigerten Melanomrisiko assoziiert sind (Bataille et al. 1996, Snels et al. 1999, Weil3 et al.
1990).

Ca. 5% der Melanompatienten haben eine positive Familienanamnese mit einem oder
mehreren ebenfalls betroffenen Familienmitgliedern. In diesen Fallen kann bei etwa 25%
eine Mutation in Gen p16/CDKN2A nachgewiesen werden, das auf Chromosom 9 lokalisiert
ist und im Zellzyklus als Tumorsuppressor-Gen wirkt. Mitglieder von Melanomfamilien, die

Trager dieser Mutation sind, zeigten in den USA bis zum 60. Lebensjahr ein Risiko von 60%
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an einem malignen Melanom zu erkranken. Sie liegen damit deutlich Gber dem vergleich-
baren Risiko von Individuen, die nicht Trager dieser Genmutation sind (MacKie 2002).
Aullerdem ist bei Patienten mit Melanomen in der Vorgeschichte das Risiko fur die
Entwicklung eines Zweitmelanoms erhoht (Craig et al.1993).

Der EinfluR von UV-Licht auf die Entwicklung von malignen Melanomen bei hellhdutigen
Personen ist letztlich nicht eindeutig geklart. Aufgrund der vorliegenden epidemiologischen
Studien scheint vor allem die Intensitat der Sonnenexposition in Kindheit und Adoleszenz
sowie das Auftreten von Sonnenbranden im frihen Lebensalter die wesentlichen
Risikofaktoren fir die Entstehung von malignen Melanomen in Bezug auf UV-Licht zu sein.
Die kumulative Strahlendosis konnte hingegen als Risikofaktor fir die Entstehung kutaner
maligner Melanome nicht in allen Studien bestatigt werden, scheint aber fir die Gruppe der
Lentigo-maligna-Melanome von Bedeutung zu sein (Garbe 1992, Osterlind et al. 1988,
Weinstock et al. 1989).

1.1.3. Klinik und Typeneinteilung

Da sich das maligne Melanom in tGber 90% primér an der sichtbaren Haut manifestiert, kann
die Diagnose von erfahrenen Dermatologen haufig bereits klinisch gestellt werden.
Wegweisend sind dabei die klinischen Zeichen, die 1985 von Friedmann et al. im

sogenannten ABCD(E)-System zusammengefasst wurden (Friedmann et al. 1985):

A = Asymmetrie

B = Begrenzung unregelméafig

C = Color (Farbe) variiert in der Lasion
D = Durchmesser >5mm

(E = Erhabenheit der Lasion)

Sind mehrere dieser Kriterien erfillt, muss der Verdacht auf ein malignes Melanom geéauf3ert
werden. Die Lasion sollte dann in jedem Fall entfernt werden (Friedmann et al. 1985, Rigel
und Friedmann 1993). Die endgultige Diagnose wird histologisch gestellt. Dabei erfolgt die
Einteilung in die 1969 von Clark erstellte und 1976 von Reed um das akrolentiginése
Melanom erweiterte Klassifikation in klinisch-histologische Subtypen (Clark et al. 1969, Reed
1976).

Unterschieden werden das superfiziell spreitende Melanom (SSM, ca. 60%), das noduléare

maligne Melanom (NMM, ca. 20%), das Lentigo-maligna-Melanom (LMM, ca. 10%) und das
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akrolentiginése Melanom (ALM, ca. 5% bei Kaukasiern, haufiger bei Afrikanern und Asiaten
(Ridgeway et al. 1995)). Die restlichen 5% verteilen sich auf Sonderformen wie
desmoplastisches Melanom, Melanom auf grof3en kongenitalen Navi, malignes Melanom bei
unbekanntem Primatumor u.a. (Orfanos et al. 1994).

Im Idealfall lassen sich die 4 Haupttypen des malignen Melanoms klinisch sowie histologisch
durch einige charakteristsche Merkmale voneinander abgrenzen (Stolz und Landthaler 1994,
Tronnier et al. 1997):

Superfiziell spreitendes Melanom (SSM)

Das SSM ist durch ein zunéchst horizontales Wachstum charakterisiert. Klinisch findet sich
eine Uberwiegend makuldse Lasion, mit meist polyzyklischer Begrenzung. Die Farbpalette
reicht von rot Uber unterschiedliche Braunttne bis zu schwarz. Im weiteren Verlauf finden
sich weil3liche Areale, die als Regressionszonen innerhalb des Tumors angesehen werden.
Anamnestisch lassen sich Verlaufe zwischen 3-5 Jahren eruieren.

Histologisch findet sich eine mit einzeln stehenden oder zu Nestern aggregierten atypischen
Melanozyten durchsetzte Epidermis mit einem sublédsionalen Entziindungsinfiltrat. Die Lasion
weist eine ausgepragte horizontale Ausbreitung mit unscharfer Begrenzung im seitlichen
Randbereich auf. In etwa 30% der Falle ist das SSM mit einem melanozytaren Navus
assoziiert. Bei fortgeschrittenem primaren SSM kann es sekundar zu einem knotigen

Wachstum kommen.

Nodulares malignes Melanom (NMM)

Das NMM entwickelt sich relativ rasch innerhalb von Monaten oder wenigen Jahren. Es ist
durch ein vornehmlich vertikales Wachstum gekennzeichnet, welches sich klinisch als ein
meist scharf begrenzter rot- bis braun-schwarzer knotiger Tumor manifestiert. Im Gegensatz
zum SSM sind die ABCDE-Regeln vielfach nicht erfiillt. Die makroskopischen Aspekte finden
sich histologisch in einem kompakten knotig, vertikalen Wachstum mit scharfer seitlicher
Begrenzung wieder. Es finden sich epitheloide und / oder spindelzellige atypische
Melanozyten. Daneben weisen eine relativ gro3e Anzahl von Mitosen, eine starke
Vaskularisierung und die fehlende ,Reifung” der Zellen zur Tiefe auf ein aggressives

Wachstumsverhalten hin.
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Lentigo-maligna-Melanom (LMM)

Das LMM tritt bevorzugt im héheren Lebensalter im Bereich lichtexponierter Areale (70% im
Kopf- / Gesichtsbereich) auf. Als Vorlauferlasion gilt die Lentigo maligna, die als Melanoma
in situ nicht selten seit mehreren Jahren oder Jahrzehnten besteht.

Klinisch entwickelt sich auf dem Boden einer unregelmalig begrenzten braunlich-
schwarzlichen Makula eine langsam zunehmende Infiltration oder Knotenbildung. Aufgrund
der Pradilektion der lichtexponierten Areale findet sich histologisch neben einer atrophen
Epidermis mit verstrichenen Reteleisten eine aktinische Elastose. Ferner sieht man
junktional einzelne epitheloide als auch spindelzellige, atypische Melanozyten mit
sporadischer Nestbildung, die entlang der Basalzellschicht im Bereich der Adnexe in die

Tiefe ziehen kdnnen. Daneben finden sich Melanophagen.

Akrolentigindses Melanom (ALM)

Diese Melanome finden sich an Palmae, Plantae oder subungual. In Deutschland z&hlt der
Typ mit einem Anteil von 5% aller Melanome zu den eher seltenen Varianten. Es ist jedoch
die haufigste Form maligner Melanome bei Afrikanern und Asiaten (Ridgeway et al. 1995).
Klinisch &hnelt das ALM in seiner Entwicklung dem SSM. Gehauft finden sich jedoch hier
auch amelanotische Varianten, wodurch die Diagnose erschwert wird. Die subungualen
Melanome zeigen meist initial eine Hyperpigmentierung, im weiteren Verlauf auch eine
Destruktion der Nagelplatte. Die Differentialdiagnose zu anderen subungualen
Verédnderungen wie z.B. dem Ha&mangiom, der Verruca vulgaris oder einem Hamatom ist
klinisch haufig nicht eindeutig zu treffen. Zur Abgrenzung von hamorrhagischen
Verédnderungen ist das sogenannte Hutchinsonsche Zeichen hilfreich. Dieses bezeichnet
eine Pigmentablagerung in der Umgebung des Nagels, tber die Nagelfalz hinaus, wie sie bei
Hamorrhagien in der Regel nicht auftritt. Histologisch finden sich neben einem
lokalisationstypischen Epithel mit breiter Epidermis und kompakter Hornschicht Tumorzellen
mit haufig langen, dendritischen Auslaufern in der Basalzellschicht. Daneben finden sich
atypische Melanozyten auch in den Schweilldrisenausfiihrungsgéngen. Ferner
durchwandern atypische Einzelzellen und z.T. groRe Nestformationen in relativ hoher Zahl

die Epidermis.
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1.1.4. Stadieneinteilung

Eine standardisierte und allgemein anerkannte Stadieneinteilung ist bei allen malignen
Tumoren so auch beim malignen Melanom Voraussetzung fur die Zuordnung von Patienten
in definierte, prognostische Gruppen und einer dementsprechenden stadiengerechten
Therapie und Nachsorge. Voraussetzung ist hierbei eine einfache und praktikable sowie
reproduzierbare Anwendbarkeit. Die verwendeten Kriterien missen auflerdem die

wesentlichen prognostischen Faktoren des jeweiligen Tumors beinhalten.

TNM-Klassifikation

Die Stadieneinteilung beim malignen Melanom erfolgt nach der TNM- Klassifikation (Tab. 1).

Die T-Klassifikation beurteilt dabei den primaren Tumor.

Die Eindringtiefe des Primartumors ist 1970 erstmals von Breslow als prognostischer Faktor
beim malignen Melanom beschrieben worden (Breslow 1970). Am histologischen Préaparat
wird die Ausdehnung des primaren Melanoms von der obersten Schicht des Stratum
granulosum bis zum tiefsten Invasionspunkt des Tumors in Millimetern gemessen. Zur
Vereinfachung wurden die urspriinglich von Breslow vorgeschlagenen Grenzen abgeéndert,
nachdem sich gezeigt hatte, dass sich die Risikogruppen nicht an starren Normwerten
definieren lassen. Die bereits 1969 von Clark et al. vorgeschlagene Einteilung nach der zur
Tiefe maximal befallenen Hautschicht findet in der aktuellen Stadieneinteilung der AJCC
(American Joint Committee on Cancer) von 2001 aufgrund ihrer gréReren Varianz bei der
Beurteilung durch unterschiedliche Untersucher und ihrer geringeren prognostischen
Aussagekraft lediglich noch als zuséatzliches Kriterium bei der Einteilung dinner Melanome
unter 1 mm Eindringtiefe Verwendung (Balch et al. 2001a/b; Clark et al. 1969). Zusétzlich
findet bei der neuen T-Klassifikation die Ulzeration des primaren Tumors Berlicksichtigung.
Der Begriff Ulzeration ist histologisch als Verlust der Epidermis tber einem Tumor definiert.
Sie hat sich in vielen Studien als zweitwichtigster prognostischer Parameter erwiesen. Die
Prognose eines Patienten mit ulzeriertem primaren Melanom verschlechtert sich im
Vergleich zu der eines Patienten mit gleich dickem, nicht ulzerierten Melanom. Es konnte
sogar gezeigt werden, dass Patienten mit dicken, ulzerierten Primartumoren ohne Nachweis
von Lymphknoten-Metastasen eine schlechtere Prognose haben als einige Untergruppen mit

Lymphknoten-Metastasen aber ohne nachweisbarer Ulzeration (Balch et al. 2001a).
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Die N- Klassifikation bezieht sich auf die Anzahl der befallenen Lymphknoten.

Dabei verringert sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit, je mehr Lymphknoten befallen sind
(Balch et al. 2001a/b). Aufgrund neuer diagnostischer Entwicklungen wird zuséatzlich eine
Unterscheidung zwischen Mikro- und Makrometastasen vorgenommen. Unter Ersteren
versteht man klinisch inapperente Metastasen die histologisch nach Sentinel-
Lymphonodektomie oder elektiver Lymphknoten-Dissektion diagnostiziert worden sind. Im
Gegensatz dazu sind Makrometastasen bereits Kklinisch auffallige Veranderungen der
Lymphknoten. Die Bestatigung der klinischen Verdachtsdiagnose erfolgt am histologischen
Praparat. Makrometastasen spiegeln eine grofere Tumorlast wieder und haben somit im
Vergleich zu Mikrometastasen eine schlechtere Prognose (Balch et al. 2001a/b). Unter
Satellitenmetastasen versteht man klinisch manifeste oder mikroskopisch diagnostizierbare
Tumornester in einer Entfernung bis zu 2 cm vom Primartumor. In-Transit—-Metastasen
dagegen liegen mindestens 2 cm vom Primarius entfernt. Beide sind das Korrelat einer
lymphogenen Metastasierung und gehen als solches mit einer verschlechterten Prognose
einher. Dabei unterscheiden sich die beiden Formen nicht wesentlich voneinander. Diese
Prognoseverschlechterung ist nach den Einschatzungen der AJCC vergleichbar mit der von
2-3 Lymphknotenmetastasen und wird in der aktuellen Staging-Klassifikation entsprechend
eingestuft (Balch et al. 2001a, Buzaid et al. 1997). Ergdnzend konnte gezeigt werden, dass
ein  Zusammentreffen von lokoregiondren Haut- und Lymphknotenmetastasen
gleichbedeutend mit einer weiteren Prognoseverschlechterung ist (Balch et al. 2001). Im
Gegensatz zur friheren Einschatzung scheint die GréRe der Metastasen, wie sie in alten
Klassifikationen als Unterscheidungsmerkmal benutzt wurde, nicht als ein unabhéngiger

prognostischer Faktor zu fungieren (Buzaid et al. 1997 und 1995).

Im Falle einer Fernmetastasierung (M) wurden drei Untergruppen definiert, die, wenn auch

nur kleine, Unterschiede in der Prognose aufweisen. Dabei spielt vor allem die Lokalisation
der Fernmetastase eine entscheidende Rolle. Nicht lokoregionare kutane oder subkutane
Metastasen und Lymphknotenmetastasen haben eine bessere Prognose als viszerale
Metastasen (Balch et al. 200la/b, Barth et al. 1995). Bei letzteren scheinen
Lungenmetastasen im Vergleich zu Metastasen an anderen Organen einen kleinen
Uberlebensvorteil fir den Zeitraum eines Jahres zu haben (Balch et al. 2001a/b). Eine
Erhéhung der Lactatdehydrogenase im Serum, die nicht mit anderen Erkrankungen erklarbar
ist, findet in der neuen Klassifikation zuséatzliche Bertcksichtigung, nachdem sie sich in
einigen Studien als unabhangiger prognostischer Faktor im Endstadium der Erkrankung
erwiesen hatte (Deichmann et al. 1999, Eton et al. 1998, Franzke et al. 1998, Sirott et al.
1993).
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In den Tabellen 1 und 2 sind die Kriterien fir die TNM-Klassifikation zusammengefasst und

den entsprechenden klinischen Stadien zugeordnet.

Tabelle 1: Einteilung des malignen Melanoms nach der TNM-Klassifikation der AJCC 2001
(Balch et al. 2001a)

T Tumoreindringtiefe Ulzeration (+ od. -)
nach Breslow
Tis In situ
T1 <=1mm a. —und Clark Level Il od. Il
b. + oder Clark Level IV od. V
T2 1,01-2 mm a.- b+
T3 2,01-4 mm a.- b+
T4 >4 mm a. - b.+
N Anzahl befallener Tumorlast
Lymphknoten (LK )
NO 0
N1 1 a. Mikrometastasen
b. Makrometastasen
N2 2-3 a./b. s.o.
c. In-transit od. Satelliten-Metastasen
ohne Lymphknotenmetastasen
N3 > =4
od. LK- Konglomerate
od. in-transit- bzw. Satelliten-Metastasen
mit LK-Metastasen
M Lokalisation Lactatdehydrogenase i.S.
MO Keine
Mla Nicht locoregionéare kutane, subcutane od. | Normal
LK-Metastasen
Lunge Normal
M1b Alle Ubrigen Organe Normal
Milc Alle Fernmetastasen Erhoht

10
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Tabelle 2: Klinische und pathologische Stadieneinteilung des malignen Melanoms nach der
Klassifikation der AJCC von 2001 (Balch et al. 2001a).

Stadium Klinisch Pathologisch

0 Tis NO MO

A Tla NO MO

B T1b/T2a NO MO

A T2b/T3a NO MO

B T3b/T4a NO MO

C T4b NO MO

1 Jedes T N1-3MO

A T1l-4a Nla MO
T1l-4a N2a MO

B T1-4b Nla MO
T1-4b N2a MO
T1l-4a N1b MO
T1l-4a N2b MO
T1-4a/bN2c MO

C T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
Jedes TN3 MO

v Jedes T/N M1la-c Jedes T/N M1la-c

1.1.5. Prognose

Die 10-Jahres-Uberlebensrate nimmt in den héheren Stadien kontinuierlich ab. Im Stadium |
betragt sie noch zwischen 90-97%. Bei Primartumoren mit einer gréf3eren Tumoreindringtiefe
entsprechend dem Stadium Il zeigt sich bereits eine deutliche Prognoseverschlechterung mit
10-Jahres-Uberlebensraten  zwischen 43-67%. Bei In-transit- oder regionaren
Lymphknotenmetastasen reduziert sich die 10-Jahres-Uberlebensrate weiter auf 19-28%.
Patienten mit Fernmetastasen weisen nur noch eine begrenzte Uberlebenszeit auf (10-
Jahres-Uberlebenszeit ca. 3%) (Orfanos et al. 1994).

11
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Die Prognose wird also vornehmlich durch die histologische Charakteristik des Primartumors
und im weiteren Verlauf durch das Auftreten von Rezidiven und Metastasen bestimmt. In
einigen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass auch andere Kriterien einen
unabhangigen Einfluss auf die Prognose haben kdénnen.

So spielt die Lokalisation des Primartumors eine wichtige Rolle. Patienten mit Melanomen an
den Extremitaten, mit Ausnahme der Hande und Fil3e, haben eine bessere Prognose als
solche, bei denen sich der Tumor am Stamm, im Nacken oder am behaarten Kopf
manifestiert hat. Bei Befall der Akren zeigt sich demgegentber eine deutlich schlechtere
Prognose (Balch et al. 2001b, Clark et al. 1989, Day et al. 1982, Gamel et al. 1993, Garbe et
al. 1995, MacKie et al. 1995, Reintgen et al. 1987, Stidham et al. 1994).

Auch das Lebensalter gilt als ein unabhéangiger prognostischer Faktor. Héheres Lebensalter
ist mit schlechteren Uberlebensraten assoziiert. Eine mogliche Erklarung hierfir konnte eine
im hoéheren Alter abnehmende Immunabwehr sein (Balch et al. 2001b, Gamel et al. 1993,
Garbe et al. 1995).

Widersprichliche Angaben finden sich in der Literatur bezlglich der prognostischen
Wertigkeit des Geschlechts. Einige Autoren sehen in dem vermeintlichen Uberlebensvorteil
des weiblichen Geschlechts lediglich eine Reflexion der Tatsache, dass Frauen bei der
Erstdiagnose eher dunnere, nicht-ulzeriete Melanome bevorzugt an den Extremitaten
aufweisen (Day et al. 1982, Gamel et al. 1993). Im Gegensatz dazu zeigte sich in anderen
Studien das Geschlecht, auch nach Korrektur fir Lokalisation, Dicke und Ulzeration als
unabhangiger prognostischer Faktor (Clark et al. 1989, Garbe et al. 1995, MacKie et al.
1995, Stidham et al. 1994).

Eine hohe Mitose-Rate (Mitosen pro mm?2 im dermalen Anteil eines Melanoms) sowie ein
hoher prognostischer Index (Mitose-Rate x Eindringtiefe in mm) sind assoziiert mit einer
schlechteren Prognose (Schmoeckel et al. 1980).

Zu der Wertigkeit von Regressionszonen innerhalb des Tumors, der Auspragung einer
antitumorésen Entziindungsreaktion sowie dem Vorliegen einer Vaskularisierung finden sich
in der Literatur uneinheitliche Angaben. Dies mag unter anderem an der schlechten bzw.
uneinheitlichen Beurteilbarkeit dieser Kriterien liegen (Brogelli et al. 1992, Clark et al. 1989,
Day et al. 1982, Fallowfield et al. 1989, MacKie et al. 1995, Ronan et al. 1987).

Nach dem Auftreten von Metastasen gelten im Wesentlichen die im Rahmen der neuen

AJCC-Klassifikation eingearbeiteten prognostischen Uberlegungen (s.0.).
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1.1.6. Tumornachsorge

Nachsorgeuntersuchungen haben das Ziel, Rezidive oder Zweittumoren frihzeitig zu
erkennen. Dabei richten sich der Umfang und die Frequenz nach dem Stadium und dem
damit verbundenen Risikoprofil des Patienten. Zwar sind Spatmetastsierungen nichts
ungewobhnliches, jedoch manifestiert sich der tiberwiegende Teil der Metastasen innerhalb
der ersten 5 Jahre nach Primardiagnose und Therapie (Hofmann et al. 2002, Levy et al.
1991). Im Allgemeinen wird eine 10-jhrige bis zu lebenslange Nachsorge empfohlen, wobei
ein Schwerpunkt auf die ersten funf Jahre gelegt wird. Von der Deutschen Dermatologischen
Gesellschaft (DDG) wurde 1994 das in Tabelle 3 beigefligte Nachsorge-Schema empfohlen
(Orfanos et al. 1994).

Tabelle 3: Nachsorgeschema fur Patienten mit malignem Melanom nach den Empfehlungen
der DDG von 1994

Stadium | Stadium 11 Stadium Il Stadium IV
Rontgen-Thorax 1x jahrlich 1x jahrlich 2x jahrlich individuell
Abdomensonographie 1x jahrlich 1x jahrlich 2x jahrlich individuell
Lymphknotensonographie | 1x jahrlich 2x jahrlich 2x jahrlich individuell

Aus unterschiedlichen Grinden wurde in den letzten Jahren wiederholt die Frage gestellt,
inwieweit und in welchem Rahmen Nachsorgeuntersuchungen bei Patienten mit malignem
Melanom Uberhaupt sinnvoll sind. Hierzu zéhlen die mit steigenden Patientenzahlen
verbundenen logistischen Probleme in Praxen und Kliniken sowie die ©6konomische
Belastung. Weitere Uberlegungen beziehen sich auf emotionale und kérperliche Belastungen
des Patienten, wie sie durch die zahlreichen Untersuchungen hervorgerufen werden kénnen.
Dabei stellt sich nicht nur die Frage, wie geeignet die etablierten Untersuchungsmethoden
zur Detektion von Metastasen sind, sondern auch inwieweit eine frihzeitige Detektion von

Metastasen die langfristige Prognose der Patienten verbessert.

Die Metastasierung erfolgt in etwa 70% der Félle zunachst lokoregionér in Form von Haut-
oder Lymphknotenmetastasen (Meier et al. 2002). Erstere kdnnen ebenso wie Zweittumoren
durch Klinische Inspektion meist friihzeitig erkannt werden. Somit kommt der Anamnese und
der klinischen Untersuchung eine wesentliche Bedeutung in der Nachsorge von

Melanompatienten zu.
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Zur frihzeitigen Detektion von Lymphknotenmetastasen im priméren Abflussgebiet hat sich
die Lymphknotensonographie als sensitive Methode bewahrt. Im Rahmen von Studien
wurden 13-14% der neu aufgetretenen Metastasen mittels Sonographie diagnostiziert. In
anderen Studien waren 35-45% der Lymphknotenmetastasen durch dieses Verfahren zu
einem Zeitpunkt nachweisbar, als sich klinisch noch ein unauffalliger Palpationsbefund zeigte
(Garbe et al. 2003b, Hofmann et al. 2002, Korting und Sterry 1997)

Demgegenuber konnte in mehreren retrospektiven Studien gezeigt werden, dass mit
Rontgen-Thorax und Abdomen-Sonographie nur maximal 10% aller Rezidive entdeckt
werden. Zusatzlich ergaben sich durch nach falsch-positiven Ergebnissen durchgefiihrte
Zusatzuntersuchungen weitere Belastungen fir Patient und Budget. Somit scheinen diese
Verfahren insbesondere bei Patienten mit niedrigem Progressionsrisiko als wenig

Kosten/Nutzen effizient (Basseres et al. 1995, Hofmann et al. 2002, Weiss et al. 1995).

Andererseits kommen aufgrund der héheren Sensitivitat zunehmend andere bildgebende
Verfahren wie Computertomographie und Positronen-Emissions-Tomographie (PET) bei
Hochrisikopatienten zum Einsatz (Dummer et al. 2001, Garbe et al. 2003b, Schulthess von et
al. 1998).

1.2. Tumormarker

1.2.1. Allgemeine Anforderungen

Tumormarker sind Molekile, die von Tumorzellen selbst oder von nicht-malignen Zellen (z.B.
als Antwort des Immunsystems) synthetisiert werden und im Blut oder anderen
Kdrperflissigkeiten nachweisbar sind. Fir den klinischen Alltag sollte ein kommerziell
erhdltliches, standardisiertes, einfaches und reproduzierbares Testsystem zur Verfligung
stehen.

Dabei sollte ein Tumormarker spezifisch fir ,seinen* Tumor sein. Eine Erhéhung tber den,
in einem gesunden Kollektiv definierten, oberen Normwert sollte bei anderen Tumoren oder
Erkrankungen nicht vorkommen.

Die Zuverlassigkeit mit der ein Wiederauftreten des Tumors angezeigt wird, ist ein weiteres
Kriterium zur Beurteilung der Validitdt des Tumormarkers. Sie bezeichnet man als
Sensitivitat.

Generell sollte die Hohe des Tumormarkers mit der Tumorlast korrelieren. Unter Therapie

wirde ein Spiegelabfall einer partiellen oder kompletten Remission entsprechen, Spiegel-
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persistenz kann mit Konstanz der Tumormasse gleichgesetzt werden und steigende Werte
reflektieren eine Progression der Erkrankung.

Idealerweise besitzt ein Tumormarker eine von anderen Faktoren unabhangige
prognostische Aussagekraft, die es dem klinisch tatigen Arzt ermoglicht, Patienten mit einem
erhohten Risiko eines Rezidivs oder einer Metastasierung zu erkennen und
dementsprechenden Nachsorge- und Therapieschemata zuzufihren. So sollen
Tumormarker erganzende Informationen im Screening, in der Differentialdiagnose, bei der
Verlaufskontrolle und dem Therapiemonitoring bei Patienten mit malignen Erkrankungen

liefern.

1.2.2. Tumormarker des malignen Melanoms

Leider ist die Detektion von Metastasen aufgrund der fehlenden frihdiagnostischen
Mdglichkeiten nach wie vor haufig verzégert. Seit Jahren wird daher von verschiedenen
Arbeitsgruppen versucht, Tumormarker fir das maligne Melanom zu etablieren, welche die
oben genannten Kriterien erfullen. Als potentielle Tumormarker des malignen Melanoms
kommen vor allem Metabolite des Melanin-Stoffwechsels, Melanom assoziierte Antigene,
Adhasionsmolekiihle und Zytokine in Frage (Hauschild et al. 2001). Auf die wichtigsten

Vertreter soll im Folgenden kurz eingegangen werden.

1.2.2.1. Tyrosinase

Tyrosinase ist ein Schliisselenzym des Melaninstoffwechsels. Aul3er in melanozytaren Zellen
wird es noch in Schwannschen Zellen exprimiert (Jung et al. 1996). Da angenommen wird,
dass weder benigne melanozytdre Zellen noch Schwannsche Zellen im Blut zirkulieren,
wirde der Nachweis von Tyrosinase im peripheren Blut flr ein Vorhandensein von
Melanomzellen sprechen. Smith et al. beschrieben 1991 erstmals die Mdglichkeit mittels RT-
PCR Tyrosinase mRNA (und damit indirekt Melanomzellen) im peripheren Blut von
Patienten im Stadium IV nachzuweisen (Smith et al. 1991).

In unterschiedlichen Arbeitsgruppen variierte die Sensitivitat dieser Methode bei Patienten
mit Fernmetastasen jedoch erheblich. In einer klinischen Studie waren lediglich 27,3% der
untersuchten Patienten im Stadium IV Tyrosinase-positiv (Glaser et al. 1997). Ahnlich
entmutigende Ergebnisse fanden sich in anderen Studien mit Sensitivitdten zwischen 13-
50% (Battayani et al. 1995, Kunter 1996, Pittmann et al. 1996, Reinhold et al. 1997).
Demgegenuber wurden von Brossart et al. sowie Mellado et al. Sensitivitdten von 100% und
94% beschrieben (Brossart et al. 1993, 1995, Mellado et al. 1996).
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1.2.2.2. 5-S-Cysteinyldopa (5-S-CD)

5-S-Cysteinyldopa (5-S-CD) ist ein weiterer Metabolit des Melaninstoffwechsels und sollte
daher ebenso hoch spezifisch fir Melanozyten oder melanozytdre L&sionen sein. Sein
Nachweis im Serum erfolgt mittels High-Performance Liquid Chromatographie (HPLC). In
einigen Studien konnte eine Korrelation der 5-S-CD-Level mit dem Tumorstadium gezeigt
werden. Allerdings fanden Hirai et al. erhéhte Werte nur im Stadium IV. Dabei kann die
Erhéhung der 5-S-CD-Werte dem Nachweis von Metastasen mittels Kklinischer
Untersuchung, laborchemischen und radiologischen Untersuchungen vorangehen (Hirai et
al. 1997, Horokoshi et al. 1994, Peterson et al. 1988, Wimmer et al. 1997). Leider zeigten
sich in der kaukasischen Bevdlkerung zum Teil erhebliche Schwankungen in Abhangigkeit
von der Jahreszeit und den unterschiedlichen ethnischen Gruppen, so dass sich die Frage
nach einem sinnvollen, einheitlichen Grenzwert stellt. Ebenso scheint der Nachweis mittels

HPLC fur die tagliche Routine als wenig geeignet (Hauschild et al. 2001).

1.2.2.3. Neuronen spezifische Enolase (NSE)

Dieses Enzym der Glykolyse besteht als Dimer aus zwei von drei moglichen Untereinheiten:
a,B und y. Die Dimere ay und yy kommen in Neuronen und neuroendokrinen Zellen vor und
wurden deshalb als NSE bezeichnet. Urspriinglich wurde NSE dementsprechend als Marker
fur neuroendokrine Tumore wie das kleinzellige Bronchialkarzinom und das Neuroblastom
verwendet (Hornef et al.1992). Beim malignen Melanom konnten durch Hornef et al. erhdhte
Werte lediglich bei Patienten mit Fernmetastasen entsprechend dem Tumorstadium IV
nachgewiesen werden (Hornef et al. 1992). Obwohl in einer Studie ein signifikant langeres
mittleres Uberleben von Patienten mit normalen NSE-Werten im Vergleich zu den NSE-
Positiven berichtet wurde (Wibe et al. 1992), verneinten andere Autoren den Zusammenhang
zwischen NSE-Werten und dem Klinischen Verlauf der Erkrankung (Buzaid et al. 1994,
Couvreur et al. 1993). In der Literatur findet sich fir die Stadien Il und/oder IV eine
Sensitivitat zwischen 32 und 34,8% (Guo et al. 1995, Tofani et al. 1997, Wibe et al. 1992).

1.2.2.4. Lipid-bound sialic acid (LASA-P )

Lipid-bound sialic acid (LASA-P) ist ein an die Membranen von verschiedenen Tumorzellen
gebundenes Sialoglykolipid. In einer groRen Studie von Reintgen et al. zeigte sich eine
hohere Sensitivitdt (65%) von LASA-P im Vergleich zu NSE (27%) bei vergleichbarer

Spezifitét (76%) der beiden Marker (Reintgen et al. 1992). In einer weiteren Studie konnte
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eine Assoziation von LASA-P-Werten mit dem Wiederauftreten von Metastasen oder dem

Uberleben nicht nachgewiesen werden (Miliotes et al. 1996).

1.2.2.5. S-100B

Hierbei handelt es sich um ein saures, Kalzium bindendes, thermolabiles Protein, das
erstmalig von Moore 1965 aus dem Zentralnervensystem von Schweinen isoliert wurde
(Moore 1965). Durch Gaynor et al. erfolgte 1980 der Nachweis in humanen
Melanomzelllinien (Gaynor et al. 1980).

Die Eigenschaft von S-100B in 100% gesattigter (englisch = saturated) Ammoniumsulfat-
Ldsung bei neutralem pH-Wert in Losung zu bleiben, brachte ihm seinen Namen ein. Als
Dimer besteht es aus einer o- und einer (-Untereinheit. Diese kommen in drei
verschiedenen Kombinationen (aa,af3, 33) vor (Donato et al. 1991, Kligman und Hilt 1988).
In malignen Melanomen wird S-100 af3 exprimiert (Cho et al. 1990). Neben Melanozyten
kénnen immunhistologisch mit polyklonalen S-100 Antikdrpern ferner Langerhans-, Glia- und
Schwannzellen (vornehmliche Expression von 33) markiert werden (Hauschild et al. 1999a ).
Es ist daher als immunhistologischer Marker in der Diagnose und Differentialdiagnose von
malignen Melanomen und Tumoren der genannten Zellpopulationen etabliert.

Die Bestimmung von S-100B im Serum erfolgt entweder immunradiometrisch oder
immunluminometrisch mit mittlerweile kommerziell erhéltlichen Testsystemen (z.B. LIA-mat,
BYK-Sangatec Diagnostica, Dietzenbach, oder Elecsys S100 Roche Diagnostics, Penzberg,
Deutschland). Da beide Nachweismethoden die R-Untereinheit von S-100 erkennen, muss
differentialdiagnostisch eine Schadigung des Zentralnervensystems bertcksichtigt werden.
Die vorliegenden Klinischen Studien Uber S-100B als Tumormarker des malignen Melanoms
lassen sich aufgrund unterschiedlicher Nachweismethoden, verschiedener Grenzwerte und
unterschiedlicher Patientenkollektive nur schwer vergleichen. Fir das Stadium Il und IV
finden sich Sensitivitdten zwischen 9-31% bzw. 40-79% (Guo et al. 1995, Bonfrer et al. 1998,
Hauschild et al. 1999a, Henze et al. 1997, Schultz et al. 1998). Es konnte wiederholt gezeigt
werden, dass S-100B-Werte mit Tumorstadium, metastastischer Ausdehnung, Progression
und Uberleben korrelieren (Bonfrer et al. 1998, Bruer et al. 1997, Deichmann et al. 1999,
Hauschild et al. 1999a/b/c 1999, Kaskel et al. 1999, Milliotes et al. 1996, Schoultz et al.
1996, Schultz et al. 1998). Dadurch eignet sich S-100B gut zur Verlaufskontrolle im Rahmen
von Nachsorgeuntersuchungen und zum Monitoring unter Therapie (Guo et al. 1995, Henze
et al. 1997, Hauschild et al. 1999c, Schultz et al. 1998).

In einer Studie von Hauschild et al. zeigte sich zudem eine unabh&ngige prognostische
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Wertigkeit von S-100B bei Patienten mit fortgeschrittenem, metastasiertem Melanom
(Hauschild et al. 1999Db).

1.2.2.6. Lactatdehydrogenase (LDH)

Erhéhte LDH-Werte wurden bei Melanom-Patienten erstmals 1954 beschrieben (Hill und
Levi 1954). Seitdem wird Uber den Nutzen von LDH als Tumormarker des malignen
Melanoms diskutiert. Dabei erwies sich LDH als besonders guter Marker einer vorhandenen
Lebermetastasierung (Finck et al. 1983). In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
LDH einen unabhangigen prognostischen Faktor fir Patienten im Stadium IV der Erkrankung
darstellt (Deichmann et al. 1999, Eton et al. 1998, Franzke et al. 1998, Keilholz et al. 1996,
Sirott et al. 1993). Wie bereits oben erwdhnt, werden in der neuen AJCC-Klassifikation
Patienten im Stadium IV mit erhéhten LDH-Serumwerten deshalb einer eigenen Untergruppe
(M1c) zugeteilt (Balch et al. 2001a). Hohe LDH-Werte werden als Zeichen eines erhdhten
Stoffwechsels von Tumorzellen angesehen. lhre prognostische Relevanz konnte bereits fir
andere maligne Tumor gezeigt werden (Deichmann et al. 1999). Aufgrund dieser geringen
Spezifitét bietet sie keine zuséatzlichen Informationen fir die Differentialdiagnose maligner
Erkrankungen. Aullerdem finden sich erhdhte Serumwerte bekanntermalien auch bei
anderen Krankheiten, die mit einem Zellschaden einhergehen, wie dem Myokardinfarkt oder
der Hamolyse. Um falsch-positive Werte auszuschlieRen, sollten daher andere fiir eine LDH-
Erh6éhung maoglicherweise ursachliche Grunderkrankungen ausgeschlossen werden (Balch
et al. 2001a).

1.3. Melanoma Inhibitory Activity (MIA)

MIA wurde erstmals im Zellkulturiiberstand einer Melanomzelllinie (HTZ-19) isoliert.
Aufgrund seiner proliferationsinhibitorischen Eigenschaften in vitro wurde es als ,Melanoma
Inhibitory Aktivity* bezeichnet (Apfel et al. 1992, Bogdahn et al. 1989). Nach Aufreinigung
und partieller Sequenzierung des Proteins konnten mittels PCR Teile der MIA-mRNS isoliert

werden. Uber einen Phagenscreen konnte daraus die kodierende komplememtéare DNS von
MIA gewonnen werden (Abb.1)(Blesch et al. 1994). Neben dem humanen ist heute auch das
murine MIA-Gen bekannt. Sie konnten auf Chromosom 199q13.32 bzw. 7 lokalisiert werden
(Bosserhoff et al. 1997a, Koehler et al. 1996).
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Translatiert wird ein 131 Aminosauren grof3es Vorlaufermolekil. Das reife, sezernierte
Protein besteht aus 107 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von ca. 11 kDa (Blesch
et al. 1994). MIA ist bei 100C Uber 3 Minuten warmestabil, stabil bei Sdurebelastung und
kann durch Trypsin verdaut werden. In normaler Haut und Melanozyten |43t sich mittels RT-
PCR keine signifikante MIA-Expression nachweisen. Dagegen findet sich eine schwache
MIA-Expression in der Mehrzahl gutartiger, melanozytarer Navi. Hohe MIA-mRNS Werte
konnten in allen primaren und metastasierten Melanomen nachgewiesen werden (Blesch et
al. 1994, Bosserhoff et al. 1996). Somit bestand ein erster Hinweis auf eine mdgliche Rolle
von MIA im Rahmen der Tumorgenese. Die spezifische Expression von MIA-mRNS und
Protein in malignen Tumoren (vornehmlich maligne Melanome) und deren Fehlen in aus
gesunder Haut kultivierten Melanozyten konnte in weiteren Studien bestétigt werden (van
Groningen et al. 1995, Bosserhoff et al. 1999, Perez et al. 2000).

1 CCA GCA CCC CCT TGC TCA CTC TCT TGC TCA CAG TCC ACG ATG GCC CGG
1 Met Ala Arg
49 TCC CTG GIG TGC CTT GGT GIC ATC ATC TTG CTG TCT GCC TTC TCC GGA
4 Ser Leu Val Cys Leu Gy Val Ile Ile Leu Leu Ser Ala Phe Ser Ay
97 CTT GGT GIC AGG GGT GGT CCT ATG CCC AAG CTG GCT GAC CGG AAG CTG
20 Pro Ay Val Arg Gy Gy Pro Met Pro Lys Leu Ala Asp Arg Lys Leu

145 TGT GCG GAC CAG GAG TGC AGC CAC CCT ATC TCC ATG GCT GIG GCC CTT
36 Cys Ala Asp @n glu Cys Ser Hs Pro lle Ser Met Ala Val Ala Leu

193 CAG GAC TAC ATG GCC CCC GAC TGC CGA TTC CTG ACC ATT CAC CGG G&C
52 G n Asp Tyr Met Ala Pro Asp Cys Arg Phe Leu Thr Ile Hs Arg Ay

241 CAA GIG GIG TAT GIC TTC TCC AAG CTG AAG GGC CGI GGG CGG CTC TTC
68 A n Vval Vval Tyr Val Phe Ser Lys Leu Lys Gy Arg Ay Arg Leu Phe

289 TGG GGA GGC AGC GIT CAG GGA GAT TAC TAT GGA GAT CTG GCT GCT CGC
84 Trp Ay Ay Ser Val An Ay Asp Tyr Tyr Ay Asp Leu Ala Ala Arg

337 CTG GGC TAT TTC CCC AGT AGC ATT GIC CGA GAG GAC CAG ACC CTA AAA
100 Leu Ay Tyr Phe Pro Ser Ser Ile Val Arg Qu Asp @ n Thr Leu Lys

385 CCT GGC AAA GIC GAT GIG AAG ACA GAC AAA TGG GAT TTC TAC TGC CAG
116 Pro Ay Lys Val Asp Val Lys Thr Asp Lys Trp Asp Phe Tyr Cys d@n

433 TGA GCT CAG CCT ACC GCT G&C CCT GCC
132 End

Abbildung 1: komplementare DNS-Sequenz des humanen MIA-Proteins (aus Blesch et al.
1994)
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Unabhangig davon konnte MIA in Knorpelzellen nachgewiesen werden (Bosserhoff et al.
1997a, Dietz und Sandell 1996). An Mauseembryonen und reifem murinen Gewebe fand
sich ein knorpel-spezifisches MIA-mRNS Expressionsmuster. Diese Expression war wahrend
der gesamten Entwicklung des Skelettsystems nachweisbar (Bosserhoff et al. 1997a).
Sakano et al. konnten 1999 MIA nach Knochenbrichen im Knorpel nachweisen (Sakano et
al. 1999). Bei gleichzeitig fehlendem Nachweis von MIA in Knochen- oder Bindegewebe
wurde MIA als mdglicher molekularer Marker der Knorpelbildung im Rahmen der

Frakturheilung postuliert (Muller-Ladner et al. 1999).

Erhéhte MIA-Serumwerte wurden bei Patienten in fortgeschrittenen Stadien von Brustkrebs
nachgewiesen. In einer daraufhin initiierten Untersuchung konnten signifikante MIA-mRNS
Werte in 17 von 20 Proben, die aus fortgeschrittenen Adenokarzinomen der Brust bzw.
deren Metastasen gewonnen worden waren, nachgewiesen werden (Bosserhoff et al. 1999)

Insgesamt scheint es sich bei der MIA-Expression offenbar um einen fir Melanome,

Chondrozyten und einzelne Adenokarzinome spezifischen Vorgang zu handeln.

MIA verhindert die Bindung von Melanomzellen an Fibronektin und Laminin, indem es die
Bindungsstelle von Zelloberflaichenmolekiihlen (Integrine) zu ihren extrazellularen
Matrixproteinen maskiert. (d.h. MIA bindet an Fibronektin und Laminin und verhindert damit
die Bindung der Melanomzellen an die umgebende Matrix). Somit fuhrt MIA zum Abldsen der
Melanomzellen und damit zu einer gesteigerten Motilitdt, womit wiederum die Fahigkeit zur

Metastasierung begtnstigt wird (Bosserhoff et al. 1998, Stoll et al. 2001).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der MIA-Funktion (aus Bosserhoff et al. 1998)
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In Tiermodellen konnte von Guba et al. bzw. von Bosserhoff et al. der wichtige Einfluf3 von
MIA bei der Metastasierung von malignen Melanomen bestatigt werden. So konnte durch
eine forcierte Expression von MIA in Hamstermelanomzellen deren Metastasierungspotential
vergroRert werden. Die Wachstumsrate des Primartumors, die Zellproliferation oder die
Apoptose blieben dabei unbeeinflusst. Ferner zeigte in einem Mausmodell die Fahigkeit
einer murinen Melanomzelllinie, Lungenmetastasen zu bilden, eine strenge Korrelation mit
der MIA-Expression (Bosserhoff et al 2001, Guba et al. 2000).

21



Ziele

2. Ziele

Die gestiegene Anzahl an Melanompatienten stellt die dermato-onkologisch tatigen Arzte vor
zunehmende logistische Probleme in der Organisation von Tumorambulanzen. Intensive
Nachsorgeprogramme werden dabei zunehmend auch zu einem gesundheitsbkonomischen
Problem. Zudem wird der Nutzen etablierter Untersuchungsmethoden zur friihzeitigen
Detektion von Metastasen in den letzten Jahren eher kritisch beurteilt, da diese zumeist eine
eher geringe Sensitivitit aufweisen. Andererseits fehlen Studien zur Uberpriifung der
Effektivitdt von Nachsorgeprogrammen in Bezug auf eine Verbesserung fur das
Gesamtuberleben.

Auch die Kontrolle des Therapieverlaufs erfolgt zumeist mittels umfangreicher,
diagnostischer Verfahren, die neben ihrer Kostenintensivitdt auch immer eine kdrperliche

und emotionale Belastung des Patienten mit sich bringen kénnen.

Aus diesen Grunden wird seit Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen versucht, einen
Tumormarker fir das maligne Melanom zu etablieren, mit dessen Hilfe es dem Klinisch
tatigen Arzt mdoglich sein soll, neu aufgetretene Metastasen frihzeitig anhand einer
einfachen Blutuntersuchung zu diagnostizieren, den Verlauf der Erkrankung unter Therapie
zu verfolgen und so nicht zuletzt eine bessere Einschétzung tber den weiteren Verlauf der

Erkrankung und damit die Prognose des Patienten zu gewinnen.

Melanoma Inhibitory Activity, kurz MIA, wurde erstmalig Ende der 80er/ Anfang der 90er
Jahre von der Arbeitsgruppe um Professor Bogdahn aus Regensburg im Zellkulturiiberstand
von Melanomzellen nachgewiesen (Apfel et al. 1992, Bogdahn et al. 1989, Blesch et al.
1994). Aufgrund seiner praferentiellen Expression in malignen Melanomen (Bosserhoff et al.
1996) wurde es in der Folge als moglicher Tumormarker fir das maligne Melanom postuliert.
Nach Etablierung eines ELISA zur Bestimmung von MIA im Serum fanden sich in einer
Pilotstudie Sensitivitaten bis zu 100% (Bosserhoff et al. 1997b).

Unter Kenntnis dieser Ergebnisse begannen wir systematisch bei Patienten mit malignem
Melanom im Rahmen der Tumornachsorge oder im Therapieverlauf MIA-Serumwerte zu
bestimmen. Ziel dieser Untersuchung ist die Beantwortung der Frage, inwieweit sich die
Bestimmung der MIA-Serumwerte bei Melanompatienten zur Detektion von im Rahmen der
Tumornachsorge neu aufgetretenen Metastasen eignet.

Ferner soll die Frage geklart werden, ob durch die Bestimmung von MIA im Serum eine

effektive Verlaufskontrolle unter Therapie gewahrleistet werden kann.
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In beiden Fallen werden zu diesem Zweck die Ergebnisse mit denen der etablierten
diagnostischen Verfahren verglichen.
Erganzend soll die prognostische Relevanz von Verédnderungen der MIA-Serumwerte im

Rahmen der Nachsorge beurteilt werden.
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3. Material und Methoden

3.1.  MIA-Bestimmung mittels ELISA

MIA wird mittels eines, mittlerweile auch kommerziell erhaltlichen Enzym-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (Roche Diagnostics) im Blutserum bestimmt (Abb.3).

Zur Detektion von MIA wurden zwei markierte monoklonale Antikérper verwendet, von denen
der eine (MAB 1A12) gegen einen 14 Aminosduren langen Sequenzbereich am N-terminalen
Ende und der andere (MAB 2F7) gegen einen ebenfalls 14 Aminosauren langen Bereich am

C-terminalen Ende des Proteins angreifen.

Entnahme, Lagerung und Aufarbeitung der Proben:

Den Patienten wurden 10ml Blut in ein Serumréhrchen abgenommen. Nach Abzentrifugation
von Erythrozyten und weil3en Blutkérperchen in einer Rotina 35 R Zentrifuge (Firma Hettich,
Tuttlingen, Deutschland) bei 5000 RPM wird das Serum in einem NUNC-Gefal3 bis zur

Bestimmung bei -70°gelagert.

Verwendet wurde der MIA-ELISA der Firma Roche Diagnostics (Bestell-Nummer: 1 976

826). Die Bestimmung erfolgte anhand der Gebrauchsanleitung des Herstellers.

Schritt 1:
Jeweils 20 pl Patientenserum wurden in eine mit Streptavidin markierte 96-Lochplatte

pippetiert.

Schritt 2:
Inkubation fur 90 Minuten mit dem biotinylierten MAB 2F7 und POD-konjugierten MAB 1A12-

Antikérpern

Schritt 3:
Dreimaliges Waschen mit Phosphat gepufferter Losung (PBS)

Schritt 4:
Inkubation mit ABTS-L6ésung (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenz-thiazolinsulfonat]) fir 10-20 Minuten.
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Schritt 5:
Der entstandene Farbumschlag wird in einem MRX Il ELISA-Reader (Dynex Technologies

Chantilly, Virginia, USA) colorimetrisch bei 405 nm Wellenl&nge gemessen.

Kalibrierung:
Zur Kalibrierung wurde rekombinantes MIA-Protein verwendet, welches von einer stabil mit

MIA-cDNA transfizierten CHO (Chinese Hamster Ovary)-Zelllinie gewonnen worden war.
Dabei wurden in einem Bereich zwischen 0 und ca. 50 ng/ml lineare Signale gemessen. Im
Lieferumfang des Kits sind zur Kalibrierung sechs entsprechende Standardlésungen (a-f)

enthalten.
Serumproben mit MIA-Werten oberhalb des linearen Messbereichs des ELISA-Readers
wurden in Abhangigkeit zum ersten Messwert verdinnt (z.B. 1:2, 1:4 usw.) und erneut
gemessen.

Die Analyse erfolgte ohne Kenntnis des klinischen Status.

Jeder Wert wurde doppelt bestimmt, wobei die Ergebnisse nie mehr als 5% voneinander

abwichen.

Streptavidin biotinylierter Serum POD-konjugierter ABTS
markierte Lochplatte MAB 2F7 MAB 1A12

Abbildung 3: Schematische Darstellung des MIA-ELISA
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3.2. Patienten

Von September 1997 bis Juni 2003 wurden insgesamt 1361 Serumproben von 120
Patienten mit malignem Melanom, darunter 50 Frauen und 70 Manner im Alter von 23-88
Jahren (Mittelwert 56 Jahre = 16,1), untersucht. Die Patienten wurden tber einen Zeitraum
von 2- 66 Monaten beobachtet (im Mittel 28,6 Monate; + 17,7).

Die Diagnose eines malignen Melanoms wurde jeweils mittels histologischer Untersuchung
bestétigt. Dabei wurde die Tumoreindringtiefe nach Breslow und / oder der Invasionslevel
nach Clark bestimmt (Breslow et al.1970, Clark et al.1969). Die Verteilung der Klinisch-

histologischen Typen in unserem Patientenkollektiv ist in Abbildung 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Anzahl (n) klinisch-histologischer Typen

SSM NMM ALM LMM Unbekannter Nicht
Primartumor klassifiziert
n 21 52 6 3 16 22

Die Stadieneinteilung erfolgte retrospektiv nach den Kriterien des American Joint Committee
on Cancer von 2001 (Balch et al. 2001a). Dabei erfolgte die Einstufung immer in die
prognostisch ungiinstigste Gruppe (z.B. lokoregionédre Lymphknoten- und Organfiliae in
Stadium V)

Bei Erstvorstellung befanden sich 5 Patienten im Stadium IA, jeweils 6 im Stadium IB bzw.
1A, 5 weitere im Stadium 1IB, 21 im Stadium IlIA, 46 im Stadium llIB, 5 im Stadium [lIC und
26 im Stadium IV (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Verteilung der eingeschlossenen Patienten mit malignem Melanom gemalR der
AJCC-Stadien 2001 bei Erstvorstellung

Stadium | IA IB A 1B A "B nc v

Anzahl 5 6 6 5 21 46 5 26
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Von den eingeschlossenen Patienten wurden in der Regel mindestens drei MIA-Werte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Lediglich zwei Patienten flossen mit nur zwei
verschiedenen Serumwerten in die Bewertung ein. Patienten, von denen im
Beobachtungszeitraum nur Einzelwerte vorlagen, wurden nicht bertcksichtigt. Ebenso
wurden Patienten mit Zweittumoren im Vorfeld aus der Bewertung eliminiert. Die
Probenentnahme erfolgte im Rahmen der regelméfiigen Tumornachsorge bzw. vor, wahrend
und nach Therapie.

Die Ergebnisse der MIA-Serumwerte wurden durch eine individuell angepasste Diagnostik
bestehend aus korperlicher Untersuchung, Bestimmung von Routinelaborparametern
(Serumchemie und Blutbild), Lymphknoten- und Abdomen-Sonographie sowie Rodntgen-
Thorax auf ihre Richtigkeit Gberprift. Hinzu kamen je nach Tumorstadium und aktuellem
Verlauf computertomographische, magnetresonanz-tomographische und positronen-
emissions-tomographische Untersuchungen.

Zur Bestimmung des oberen Normwertes (cut-off) wurden zusétzlich 100 Serumproben

gesunder Probanden untersucht.

3.3.  Bestimmung von Sensitivitat und Spezifitéat

Sensitivitdt und Spezifitat sind Gitekriterien diagnostischer Tests. Dabei bezeichnet man
als Sensitivitdt die Wahrscheinlichkeit, dass ein Test bei einer erkrankten Person ein richtig
positives Ergebnis liefert. Umgekehrt gibt die Spezifitat die Wahrscheinlichkeit an, mit der

eine nicht erkrankte Person im Test durch ein korrekt negatives Ergebnis angezeigt wird.

Bei der Berechnung der Sensitivitat bei Patienten im Stadium Il oder IV mit aktueller
Tumorlast als auch bei der Bestimmung der Spezifitait wurde zur Vermeidung von
Doppelbestimmungen jeweils nur der letzte gemessene Wert des aktuellen Tumorstadiums
in die statistische Auswertung eingeschlossen. Allerdings wurden Veranderungen in der
Tumorlast (z.B. nach Tumorfreiheit neu aufgetretene Metastasen oder Tumorfreiheit nach
Therapie) jeweils neu beurteilt. So kamen manche Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung
mehrfach, in zum Teil unterschiedlichen Stadien, zur Beurteilung. Insgesamt wurden nur die
Werte berlicksichtigt, bei denen ein zeitlicher Bezug zu einer apparativen Diagnostik bzw.
chirurgischen Intervention gewahrleistet war und / oder der Wert retrospektiv durch
Untersuchungen sicher als richtig- oder falsch-positiv bzw. -negativ eingestuft werden
konnte. Insgesamt flossen so 216 Werte (143 Stadium Ill, 73 Stadium IV) in die Berechnung
ein.
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Die Bestimmung erfolgte 1. im Gesamtkollektiv, 2. bei Patienten im Stadium 11l sowie IlIA / B

und C und 3. bei Patienten im Stadium 1V.

3.4. MIA-Serumwerte in verschiedenen Patientenkolle  ktiven

Es wurden 3 verschiedene Patientenkollektive definiert:

Gruppe 1: Patienten mit malignem Melanom und aktuellen Metastasen
entsprechend dem Stadium I

Gruppe 2: Patienten mit malignem Melanom und aktuellen Metastasen
entsprechend dem Stadium IV

Gruppe 3: Patienten mit malignem Melanom im Stadium IIl oder IV ohne

nachweisbare Tumorlast.

In diesen Gruppen wurden das 1.-3. Quartil entsprechend der 25%-Perzentile, dem Median
und der 75%-Perzentile, sowie der Minimal-, Mittel- und Maximalwert anhand aller der
entsprechenden Gruppe sicher zuordbaren MIA-Serumwerte bestimmt. Dies waren im ersten
Kollektiv 226, im zweiten Kollektiv 93 und im dritten Kollektiv 724 MIA-Serumwerte. Zur
Uberpriifung der Gruppenunterschiede in den verschiedenen Patientenkollektiven wurde

unter Vorschaltung des Kruskal-Wallis-Tests der Mann-Whitney-U-Test verwendet.

3.5. MIA-Serumwerte vor und nach Metastasenreduktio n

Zur Beurteilung, inwieweit MIA mit der Tumorlast, korreliert wurden in 29 Féallen vor und nach
tumorreduzierender Therapie wie Chirurgie, Radiochirurgie bzw. in einem Fall
Chemoembolisation von Metastasen (davon 9 Fernmetastasen und 20 lokoregionare
Metastasen) die MIA-Serumwerte bestimmt. Eine Reduktion des MIA-Wertes nach Therapie
um = 10% des Ausgangswertes wurde als signifikant definiert. AnschlieRend wurde unter

spezieller Berticksichtigung vier verschiedener Gruppen

- Gesamtkollektiv
- MIA vor Therapie = 9,8ng/ml
- Lokoregiondre Metastasen entsprechend Stadium Ill

- Fernmetastasen entsprechend Stadium IV
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beurteilt, wie oft durch Therapie ein signifikanter Abfall der MIA-Serumwerte zu verzeichnen
war. Ergdnzend erfolgte eine Berechnung der jeweiligen Gruppenunterschiede vor und nach

Metastasenreduktion mittels des Wilcoxon-Tests flr zwei verbundene Stichproben.

3.6.  Korrelation der MIA-Serumwerte mit dem Krankhe itsverlauf unter Therapie

Um die Bedeutung von MIA zur Verlaufskontrolle der Erkrankung unter Therapie zu
ermitteln, erfolgten bei 25 Patienten (initial 6 x Stadium IIl, 19 x Stadium IV) mehrfache

Bestimmungen der MIA-Serumwerte unter Chemo- bzw. Chemoimmuntherapie. Die
Ergebnisse wurden durch eine individuell angepasste bildgebende Diagnostik kontrolliert und
die Korrelation der MIA-Serumwerte mit dem Krankheitsverlauf ermittelt. Eine Reduktion der
Tumormasse wurde als Ansprechen der Therapie definiert. Eine GrolRenzunahme des

Tumors bzw. der Metastasen wurde hingegen als Therapieversagen gewertet.

3.7.  Prognostische Wertigkeit von MIA im Rahmen der Tumornachsorge

Im Untersuchungszeitraum traten im Rahmen der regelmaligen Tumornachsorge in 36
Fallen neue Fernmetastasen auf. Retrospektiv wurde fir diese Falle der zeitliche Verlauf
zwischen einer Erhéhung der MIA-Serumwerte und der Detektion der Metastasen ermittelt.

Dabei liel3en sich vier Gruppen unterscheiden:

Gruppe 1: MIA-Erh6hung als diagnostisch wegweisender Parameter.
Die dauraufhin initiierte aparative Diagnostik konnte den Verdacht einer

Metastasierung bestatigen.

Gruppe 2: Erhéhung der MIA-Werte ging der Detektion von Metastasen zeitlich vorraus.
Dabei wurden die Falle, in denen unmittelbar zum Zeitpunkt der MIA-
Erhéhung kein Staging erfolgte auch keine potentiell prognostische Wertigkeit
von MIA angenommen. Diese Patienten wurden der ersten Gruppe

zugoerdnet.

Gruppe 3: MIA-Anstieg erst nach Detektion der Filiae.

Gruppe 4: Kein MIA-Anstieg obwohl Metastasen aufgetreten waren.
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3.8.  Statistische Methoden

Die den Berechnungen zugrunde liegenden statistischen Testverfahren sind unter den

jeweiligen Uberschriften erwahnt.

Die ermittelten statistischen Signifikanzen wurden durch p-Werte gekennzeichnet. Das ,p*
steht dabei fiur ,probability* (deutsch: Wahrscheinlichkeit). Der p-Wert bezieht sich auf die
zunachst als wahr angenommene Nullhypothese (z.B. ,kein Zusammenhang“ oder ,kein
Unterschied"). Geringe p-Werte fuhren zur Ablehnung der Nullhypothese und machen
Alternativen (,signifikanter Zusammenhang®, ,signifikanter Unterschied) plausibel. Die
Signifikanzgrenze wurde auf p < 0,05 festgelegt. FUr die p-Werte gelten folgende

Signifikanzunterschiede

p > 0,05= nichtsignifikanter Unterschied= n.s.
p < 0,05= signifikanter Unterschied= *

p < 0,01= hochsignifikanter Unterschied= **

p < 0,001= hochsignifikanter Unterschied= ***

Zur Aufarbeitung und Berechnung der Daten wurden Microsoft Exel® Version 10.0.3506.0
bzw. SPSS ® Base verwendet.
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4, Ergebnisse

4.1.  Verteilung der MIA-Serumwerte in einem gesunde  n Kontrollkollektiv

Zur Bestimmung des oberen Normwertes (cut-off) wurden 100 Seren von gesunden
Kontrollpersonen untersucht. In diesem Kollektiv verteilen sich die Serumwerte zwischen 1,2
und 12,3 ng/ml entsprechend einer Gaul3schen Normalverteilung (Abb. 4). Der Mittelwert lag
bei 6,56 ng/ml bei einer Standardabweichung von + 1,43. Die 97. Perzentile wurde bei 9,8

ng/ml ermittelt und dieser Werte als oberer Normwert (cut-off) definiert.

207
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Abbildung 4: MIA-Serumwerte (ng/ml) bei gesunden Kontrollpersonen
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4.2.  Sensitivitdt und Spezifitat von MIA als Serumm  arker bei malignem Melanom

In der Gruppe aller Patienten mit malignem Melanom im Stadium Il und IV (gesamt) fand
sich eine Sensitivitat von 46,84% (59 von 126 Werten richtig positv) bei einer Spezifitat von
98,9% (89 von 90 Werten richtig negativ) (Tabelle 6).

Im Stadium IIl lag die Sensitivitat bei 18,84% (13 von 69 Werten richtig positiv). Unter
Bertcksichtigung der einzelnen Untergruppen fanden sich fur die Stadien 1A, 11IB und IlIC
Sensitivitdten von 0% (keiner von 14 Werten richtig positiv), 24,24% (8 von 33 Werten richtig
positiv) und 22,73% (5 von 22 Werten richtig pos).

Mit 80,7% (57 Werte davon 46 richtig positiv) deutlich hdher lag die Sensitivitat in der Gruppe

der Patienten mit Fernmetastasen entsprechend dem Stadium IV.

Die Spezifitdt wies im Gegensatz dazu keine wesentlichen Unterschiede in den einzelnen
Gruppen auf. Sie lag insgesamt im Stadium Il bei 98,65% (73 von 74 Werten richtig
negativ), im Stadium IlIA bei 100% (20 Werte), im Stadium IlIB bei 97,67% (42 von 43
Werten richtig negativ), im Stadium IlIC bei 100% (11 Werte) und im Stadium IV bei 100%
(16 Werte).

Tabelle 6: Sensitivitat und Spezifitdt von MIA im Serum von Melanompatienten

Sensitivitat Spezifitat
gesamt 46,84% 98,90%
Stadium 11l 18,84% 98,65%
Stadium ll1A 0% 100%
Stadium 111B 24,24% 97,67%
Stadium I1IC 22,73% 100%
Stadium IV 80,70% 100%
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4.3. Verteilung der MIA-Serumwerte in verschiedenen Patientenkollektiven

Fur die drei definierten Gruppen verteilten sich die MIA-Serumwerte folgendermal3en
(Abb. 5):

Gruppel

Bei Patienten mit malignem Melanom und aktuellen Metastasen entsprechend dem Stadium
Il A/B/C lag der Mittelwert bei 9,09 ng/ml, der Median bei 7,73 ng/ml (min. 2,48 ng/ml; max.
43,83 ng/ml) die 25. und 75. Perzentile fanden sich bei 6,56 ng/ml bzw. 9,01 ng/ml.

Gruppe 2

Bei Patienten mit malignem Melanom und aktuellen Metastasen entsprechend dem Stadium
IV lag der Mittelwert bei 59,43ng/ml (min. 3,02 ng/ml; max. 507 ng/ml), der Median bei 26,47
ng/ml. Die 25. und 75. Perzentile fanden sich in dieser Gruppe bei 9,96 ng/ml bzw. 62,41

ng/ml.

Gruppe 3

Bei Patienten mit malignem Melanom im Stadium IIl oder IV ohne nachweisbare Tumorlast
schwankten die Werte zwischen 0,41 ng/ml und 10,77 ng/ml um einen Mittelwert von 6,61
ng/ml. Die 25. und 75. Perzentile lagen bei 5,58 ng/ml bzw. 7,65 ng/ml. Der Median lag in

dieser Gruppe der zum Zeitpunkt der Messung tumorfreien Patienten bei 6,46 ng/ml.

Eine Prifung der Gruppenunterschiede ergab einen signifikanten Unterschied sowohl
zwischen den Patienten im Stadium 1V mit aktueller Tumorlast und denen im Stadium 11l mit
aktueller Tumorlast als auch zwischen den Patienten im Stadium IV mit aktueller Tumorlast
zu den Patienten ohne aktuelle Metastasierung. Ebenso unterschieden sich die Gruppen der
Patienten mit Metastasen entsprechend dem Stadium Ill und der ohne aktuell

nachweisbaren Tumor signifikant voneinander.
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Abbildung 5: Verteilung der MIA-Serumwerte in unterschiedlichen Patientengruppen

4.4. MIA-Serumwerte vor und nach Metastasenreduktio n
Zur Klarung der Frage, inwieweit MIA mit der Tumormasse korreliert, wurden bei insgesamt
29 neu aufgetretenen Metastasen unmittelbar vor und nach Chirurgie, Radiochirurgie bzw. in

einem Fall Chemoembolisation MIA-Serumwerte bestimmt (Tab. 7).

Gesamtkollektiv

Bei 21 von 29 Patienten (72,41%) zeigte sich ein als signifikant eingestuftes Absinken um
mehr als 10% des Ausgangswertes nach Therapie, unabhangig davon, ob vor Therapie der

MIA-Wert erhoht war oder im Normbereich lag.

MIA-Serumwerten = 9.8 ng/ml)

In der Gruppe der Patienten mit erh6hten Serumwerten vor Therapie zeigten 86,67% (13 von

15) einen signifikanten Abfall.
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Patienten im Stadium IV

Im Stadium IV zeigte sich die grofdte Korrelation. Bei 89% (8 von 9) der Patienten kam es

nach Therapie zu einem signifikanten Abfall der MIA-Serumwerte. Interessanterweise flihrte

die Reduktion der Tumormasse auch bei 75% derjenigen Patienten zu einem Abfall, die vor

Therapie keine erhéhten MIA-Werte aufwiesen.

Patienten im Stadium 1l

Hier zeigte sich lediglich in 65% (13 von 20) der Falle ein relevanter Abfall der MIA-Werte

nach Tumorreduktion. Dies war auch bei 50% derjenigen Patienten ohne vorherigen Anstieg

der MIA-Werte oberhalb der 97% Perzentile zu beobachten.

Ein Vergleich der jeweiligen Gruppen vor und nach Tumorreduktion zeigte in allen Fallen
einen signifikanten Unterschied (Abb. 6, Tab.7).

Tabelle 7: MIA- Serumwerte vor / nach Therapie

MIA-RUckgang

Median (max /min)

Patienten _ _ p-Wert
(>10%) vor-> Chirurgie-> nach
Gesamt (n= 29) 72.4% (n=21) 10,17 6,78 »
' (45,27- 3,96) (15,12- 2,48) p<0,001
MIA >9.8 ng/ml| =13) 12,2 8,98 ***
(n=15) ’ (45,27-10,17) | (15,12 4,52) p<0,001
_ 89% (n= 8) 10,64 o4 -
Stadium IV (n= 9) (45,27-7,47) | (12,11- 4,85) p<0,01
65% (n=13) 209 o -
Stadium 1l (n= 20) (41,49- 3,9) (15,12- 2,48) p<0,001
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Abbildung 6: Veranderung der MIA-Serumwerte in unterschiedlichen Patientenkollektiven

durch Reduktion der Tumormasse

4.5. Korrelation der MIA-Serumwerte mit dem Krankhe itsverlauf unter Therapie

Bei 25 Patienten (initial 6 x Stadium IIl, 19 x Stadium IV) wurden die MIA-Serumwerte im
Verlauf unter Chemo- bzw. Chemoimmuntherapie wiederholt bestimmt. Zusétzlich erfolgte
eine Therapiekontrolle mittels individuell angepasster, aparativer Diagnostik.

Dabei zeigte sich bei 20 Patienten eine Korrelation der MIA-Serumwerte mit dem klinischen
Verlauf der Erkrankung. Exemplarisch sind in Abbildung 7-10 Verlaufskurven von vier
Patienten dargestellt. Lediglich bei drei Patienten fand sich kein Anhalt fir einen
Zusammenhang zwischen dem Verlauf der MIA-Werte und dem Krankheitsverlauf. Einer
dieser Patienten blieb trotz ausgedehnter systemischer Metastasierung im gesamten Verlauf
MIA-negativ. Bei einem Weiteren zeigten sich konstant hohe Werte, zu einem Zeitpunkt als
mittels bildgebender Diagnostik keine metastasenverdachtigen Strukturen mehr nachweisbar
waren. Bei der dritten Patientin lie3 sich Gber den gesamten Beobachtungszeitraum anhand

der MIA-Werte keine zeitig eindeutige Aussage Uber den Krankheitsverlauf treffen.
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Bei zwei weiteren Patienten war ein Zusammenhang von MIA-Werten und Klinik zun&achst
gegeben, verlor sich dann allerdings im weiteren Verlauf der Therapie. Einen Kurvenverlauf
zeigt exemplarisch Abb. 11. Dabei war in beiden Fallen eine weitere Progression der

Erkrankung nicht mehr mit weiter steigenden MIA-Werten assoziiert.
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Abbildung 8: P2 mannlich, 58 Jahre
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Abbildung 9: P3 weiblich, 71 Jahre
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Abbildung 10: P4 weiblich, 45 Jahre
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Abbildung 11: P5 mannlich, 81 Jahre

4.6. Prognostische Wertigkeit von MIA im Rahmen der Tumornachsorge

In 36 Fallen traten im Rahmen der routinemafligen Tumornachsorge Fernmetastasen auf.
Davon waren 77,8% (entsprechend n = 28) MIA positiv. Allerdings lie3 sich ein Anstieg der
MIA-Werte Uber den oberen Normwert in 5 Féllen (13,9%) erst nach Metastasendetektion
nachweisen. In 16 Fallen (44,4%) war eine Erhdhung des MIA-Wertes diagnostisch
wegweisend. In der daraufhin veranlassten aparativen Diagnostik konnte jeweils eine
Metastasierung nachgewiesen werden. Bei 7 Patienten (19,4%) konnte eine Progression erst
1,5-10 Monate (MW 4,6; Median 4) bzw. 10-43 Wochen (MW 20,9; Median 19 ) nach MIA-
Anstieg bestatigt werden. Insgesamt konnten durch einen erhéhten MIA-Serumwert in 63,9%

(23 von 36) Metastasen diagnostiziert werden.
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5. Diskussion

Die Inzidenz des malignen Melanoms ist in den letzten Jahrzehnten weltweit angestiegen.
So hat sich in Westdeutschland die Anzahl der Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner pro
Jahr vom Beginn der 70er Jahre bis in die 90er Jahre von 3 auf 9-12 mehr als verdreifacht.
Durch diesen Anstieg werden immer hohere Patientenzahlen in den Tumorambulanzen
betreut. Dies fuhrt zunehmend zu logistischen und ékonomischen Problemen.

Gleichzeitig geraten die etablierten Nachsorgeschemata beziglich ihres Nutzen in der
frihzeitigen Detektion von Metastasen und der Verbesserung der Prognose des Patienten
zunehmend in Kritik. Kontrollierte, randomisierte Studien zur Effektivitdit von
Nachsorgeprogrammen im Sinne einer Verbesserung des Gesamtiberlebens fehlen. Gut
belegt ist der Zusammenhang zwischen Ausmald des metastatischen Befalls lokoregionarer
Lymphknoten und der Verschlechterung der langfristigen Prognose der Patienten (Buzaid et
al. 1995; Coit et al. 1991; Morton et al. 1991). Unklarer ist die prognostische Relevanz einer
Friherkennung bei Fermetastasen. Hier scheinen vor allem Patienten, bei denen eine
komplette chirurgische Sanierung maglich ist, von der Friherkennung zu profitieren (Gohl et
al. 1996; Overett und Shiu 1985).

Zuséatzlich ist eine umfangreiche apparative Diagnostik noétig, um die Effektivitat von
Therapien im Verlauf zu kontrollieren. So ist es fiir den klinisch tatigen Arzt nach wie vor
schwierig, den individuellen Nutzen einer Therapie abzuschatzen. Hier gilt es sowohl
unwirksame, den Patienten belastende Therapien zu verhindern, als auch zumeist emotional

und / oder korperlich belastende Untersuchungen zu minimieren.

Aus diesen Grinden wird seit Jahren versucht, einen Tumormarker fir das maligne
Melanom zu etablieren, der =zusatzliche Informationen Uber den zu erwartenden

Krankheitsverlauf im Rahmen von Nachsorgeprogrammen und unter Therapie liefert.

Als serologische Marker fir das maligne Melanom kommen Molekille in Frage, die von
Tumorzellen selbst oder als Reaktion des Immunsystems synthetisiert werden und im Blut
oder anderen Korperflissigkeiten nachweisbar sind. Fir den Klinischen Alltag sollte ein
kommerziell erhdltliches, standardisiertes, einfaches und reproduzierbares Testsystem zur

Verfligung stehen.
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Melanoma-Inhibitory Activity (MIA) wurde frihzeitig als ein solcher mdoglicher Marker
postuliert, da es bei allen untersuchten malignen Melanomen nachgewiesen werden konnte
(Blesch et al. 1994, Bosserhoff et al. 1996).

In einer Pilotstudie wurde von Bosserhoff und Kollegen ein quantitativer ELISA, der
mittlerweile kommerziell erhaltlich ist, zur Bestimmung von MIA im Serum etabliert. In dieser
ersten Studie lielBen sich bei allen Melanompatienten im Stadium Ill und IV erhéhte MIA-

Serumwerte nachweisen (Bosserhoff et al. 1997b).

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollte am Patientenkollektiv der Klinik und
Poliklinik der Technischen Universitét Minchen der klinische Nutzen von MIA fir die
Tumornachsorge und als Therapieverlaufsparameter bei metastasiertem Malignem Melanom

untersucht werden.

In der Studie wurden 1361 Serumproben von 120 Patienten mit malignem Melanom beurteilt.

Dabei zeigte sich, dass MIA

- als hochsensitiver Marker zur Detektion von Fernmetastasen anzusehen ist;
- zum Erfassen neu aufgetretener lokoregionarer Filiae wenig geeignet erscheint;
- als sinnvoller Parameter zur Verlaufskontrolle unter Therapie einsetzbar ist;

- mdglicherweise erganzende Informationen zur Beurteilung der Prognose beitragt.

5.1. Validitat von MIA-Serumwerten zur Detektion v on lokoregionaren- und

Fernmetastasen

Zur Einschatzung des Nutzens eines Tumormarkers fir den klinischen Alltag ist seine
Fahigkeit, zwischen ,Erkrankten“ (Patienten mit aktueller Tumorlast) und ,Gesunden®
(Patienten ohne nachweisbare Tumormanifestation) unterscheiden zu koénnen, von
essentieller Bedeutung. Gutekriterien sind dabei Sensitivitat, als Ausdruck der Fahigkeit
richtig positive Ergebnisse zu liefern, als auch Spezifitat, als Maf3 fir den Anteil an richtig
negativen Befunden.

Somit muss zunachst gewahrleistet sein, dass der gewdahlte obere Normwert bei gesunden
Probanden keine bzw. mdglichst wenige falsch positive Ergebnisse liefert. Bei Werten, die
sich wie MIA in einem gesunden Kontrollkollektiv nach der GaulRRschen-Normalverteilung

richten, hat sich in vielen Studien die Bestimmung der 97. Perzentile als oberer Normwert
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bewahrt. In unserer Kontrollgruppe konnte als 97. Perzentile ein Wert von 9,8 pug/ml definiert

werden.

Unter Verwendung dieses Grenzwertes zeigten sich in der vorliegenden Untersuchung bei
Patienten im Stadium IV in 46 von 57 Fallen positive MIA-Serumwerte tber 9,8 ng/ml. Dies
entspricht einer Sensitivitat von 80,7%.

Dieser Wert ist mit den in anderen Studien fir das Stadium IV errechneten Sensitivitdten gut
in Einklang zu bringen. Hier fanden sich mit Sensitivitdten zwischen 65 und 100% im
Stadium IV @hnliche Ergebnisse (Bosserhoff et al. 2000 und 1997b; Dreau et al. 1999; Guba
et al. 2002; Juergensen et al. 2001, Schmitz et al. 2000, Stahlecker et al. 2000).

Zur weiteren Einschatzung der Aussagekraft von MIA untersuchten wir die Verteilung der
Serumwerte unter Berlcksichtigung der einzelnen Tumorstadien. Dabei wurden die
unterschiedlichen Gruppen miteinander verglichen. Hier zeigten sich bei den Patienten im
Stadium IV mit aktueller Tumorlast signifikant hohere Werte (Median 26,47 ng/ml) sowonhl
gegenuber den aktuell im Stadium Il befindlichen Patienten (Median 7,73 ng/ml) als auch im
Vergleich zu einem zum Untersuchungszeitpunkt tumorfreien Patientenkollektiv (Median 6,46

ng/ml).

Insgesamt konnte MIA in unserem Kollektiv damit erneut als zuverlassiger Marker einer
Fernmetastasierung bestatigt werden. Dabei liegen die zu erwartenden Werte bei Patienten
mit aktuellen Fernmetastasen meist deutlich Uber dem festgelegten oberen Normwert (25.
Perzentile 9,96 ng/ml, 50. Perzentile 26,47 ng/ml, 75. Perzentile 62,41 ng/ml).

Demgegentber fand sich im Stadium Il nur in 13 von 69 Féllen eine MIA-Erhéhung. Daraus
ergibt sich eine Sensitivitdt von 18,84%. Dieser Wert liegt deutlich unter den in der Literatur
publizierten Daten. Hier wurden bei Patienten mit lokoregiondrer Metastasierung
Sensitivitdten zwischen 46 und 100% gefunden (Bosserhoff et al. 2000 und 1997b, Dreau et
al. 1999, Guba et al. 2002; Juergensen et al. 2001, Schmitz et al. 2000). Unterteilt man das
Stadium Il weiter in seine Untergruppen (A, B und C), fallt eine Sensitivitat von 0% in der
Gruppe von Patienten, bei denen lediglich eine Mikrometastasierung im regionadren
Lymphabflussgebiet (Mikrometastasen im Sentinellymphknoten) entsprechend dem Stadium
IlIA vorlag, auf. Aber auch bei Patienten mit klinisch manifesten lokoregiondren Metastasen
im Stadium I1IB und IlIC zeigte sich mit 24,24% bzw. 22,73% im Vergleich zu den anderen
Studien eine niedrigere Sensitivitat. Aufgrund unterschiedlicher oberer Normwerte sind die

Ergebnisse allerdings nicht voll vergleichbar.
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In der vorliegenden Untersuchung wurde bei neu aufgetretenen Metastasen zudem strikt nur
ein Wert eingeschlossen. Mehrfachbestimmungen in anderen Arbeitsgruppen, kénnten zu
einer Verschiebung der Ergebnisse geflhrt haben. Leider Iasst sich hieriiber anhand der
vorliegenden Publikationen zumeist keine Aussage treffen.

Vergleicht man die Patienten im Stadium 11l mit aktueller Tumorlast mit der Gruppe klinisch
tumorfreier Patienten, findet sich rein rechnerisch unter Verwendung des Mann-Whitney-U-
Tests ein signifikanter Unterschied. Es ist jedoch fraglich, ob dieser von klinischer Relevanz
ist. Es fallt auf, dass bei einzelnen Patienten des Stadium Il zum Teil hohe, mit dem Stadium
IV vergleichbare Werte, von bis zu 43,83 ng/ml vorliegen, die zumeist eine ausgedehnte
lokoregionare Metastasierung widerspiegeln. Die 75. Perzentile liegt mit 9,01 ng/ml hingegen
noch unterhalb des oberen Normwertes. Trotz der statistischen Signifikanz liegen die
Mediane der beiden Gruppen mit 7,73 ng/ml fur das Stadium Il bzw. 6,46 ng/ml flr
tumorfreie Patienten im Stadium Il oder IV relativ nah beieinander und zudem deutlich unter
dem oberen Normwert von 9,8 ng/ml. In diesem Bereich sind Schwankungen im klinischen

Alltag nur eingeschrankt beurteilbar.

Aufgrund dieser Ergebnisse scheint MIA daher insgesamt zur friihzeitigen Detektion von
lokoregionaren Haut- und Lymphknotenmetastasen entsprechend dem Stadium Il wenig
geeignet. Hier hat sich in den letzten Jahren die Lymphknotensonographie als sensitive
Methode im Rahmen der Tumornachsorge bewéahrt (Korting und Sterry 1997). Sie sollte

unseres Erachtens in dieser Indikation weiter als Standard angesehen werden.

Die Spezifitat lag in den unterschiedlichen Gruppen zwischen 97,67% und 100%. Dadurch
wird die auch in anderen Studien dokumentierte hohe Spezifitat von MIA erneut unterstrichen
(Bosserhoff et al. 1997b, Djukanovic et al. 2000). Wagner et al. fanden erhdhte Serumwerte
bei Patienten in fortgeschrittenen Stadien von Gastrointestinalen Karzinomen (Wagner et al.
2000). In einer grofen Studie mit 270 Serumproben von Patienten mit fortgeschrittenen
(Stadium Il und IV) epithelialen und mesenchymalen Tumoren sowie Gliomen waren jedoch
nur in einem geringen Anteil (0-17%) positive MIA-Serumwerte messbar (Bosserhoff et al.
1997b), so dass zum jetzigen Zeitpunkt von einer sehr hohen Spezifitat von MIA fir das

malighe Melanom ausgegangen werden muss.

Aufgrund seiner Expression in Knorpelzellen (Bosserhoff et al.1997a, Dietz et al. 1996) muss
bei einer Erhéhung der MIA-Serumwerte, die nicht durch ein tumordses Geschehen erklarbar
ist, differentialdiagnostisch zuséatzlich an Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises,

die mit Gelenkdestruktionen einhergehen, gedacht werden (Muller-Ladner et al. 1999).
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5.2. MIA als Kontrollparameter unter Therapie

Als wichtige Voraussetzung fir den Einsatz eines Tumormarker als Verlaufsparameter unter
Therapie gilt die Korrelation mit der Tumormasse. Nur wenn diese gewahrleistet ist, lasst
sich aus den Serumwerten eine Aussage Uber Erfolg oder Misserfolg einer Behandlung
treffen. Ein Spiegelabfall sollte mit einer partiellen oder vollstdndigen Remission
einhergehen, bei Spiegelanstieg wéare von einer Progression auszugehen und stabile Werte

wirden eine konstante Tumormasse widerspiegeln.

In der Literatur finden sich mehrere Berichte Uber eine Korrelation von MIA mit der
Tumormasse. Wiederholt konnte ein Abfall der Serumwerte infolge chirurgischer Therapie
nachgewiesen werden (Bosserhoff et al. 1997b und 2000, Guba et al. 2002, Juergensen et
al. 2000, Stahlecker et al. 2000). Dies bestétigt sich auch in unserer Untersuchung und gilt
im Besonderen fur Patienten mit positiven MIA-Serumwerten vor Therapie als auch fir
Patienten im Stadium V. Hier zeigte sich in 86,7% bzw. 89% der Félle ein als signifikant
definierter Ruckgang der Serumwerte um mehr als 10% nach Therapie. In der Gruppe der
Patienten im Stadium Ill war dies immerhin in 65% der Falle gegeben.

Auch bei MIA-Serumwerten < 9,8 pug/ml kénnen Reduktionen der Tumormasse Anderungen
von mehr als 10% nach sich ziehen. Dies gilt vor allem bei Resektion von Fernmetastasen,
wo dieses Ph&nomen in 75% der Falle zu beobachten war. In allen untersuchten Kollektiven
unterschieden sich die Werte vor und nach Metastasenreduktion signifikanter voneinander.
Insgesamt zeigt sich somit eine enge Korrelation von MIA mit der Tumormasse, allerdings

sind Schwankungen der Serumwerte unterhalb des cut-offs nur eingeschrankt beurteilbar.

Legt man die Korrelation eines Tumormarkers mit der Tumormasse zu Grunde, sollte sich
der Erkrankungsverlauf unter systemischer Therapie gut anhand seiner Serumwerte
verfolgen lassen.

Von den 25 Patienten, bei denen MIA-Serumwerte wiederholt unter Chemoimmuntherapie
bestimmt wurden, fand sich bei 20 Patienten eine enge Korrelation des
Krankheitsgeschehens mit dem Verlauf der MIA-Serumwerte. Bei zwei Patienten war diese
Korrelation zunéchst gegeben, verlor sich dann aber im Lauf der Behandlung. Eine Erklarung
fur dieses Phanomen gibt es zum jetzigen Zeitpunkt nicht. Méglicherweise fuhren durch die

Therapie induzierte Alterationen der Melanomzellen zu diesen divergierenden Ergebnissen.

Ein weiterer Patient prasentierte persistierend hohe MIA-Serumwerte, obwohl mittels

bildgebender Verfahren keine Metastasen nachweisbar waren. Letztlich ist aufgrund eines
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relativ kurzen Nachbeobachtungszeitraumes noch unklar, ob es sich hierbei um falsch
positive Werte oder eine klinisch noch inapperente Metastasierung handelt. Solche Patienten
sollten aufgrund der oben erwahnten hohen Spezifitat von MIA engmaschig kontrolliert

werden.

Auch in anderen Studien wurde wiederholt auf den engen Zusammenhang von MIA mit dem
Krankheitsverlauf hingewiesen (Bosserhoff et al. 1997b und 2000, Deichmann et al. 2001,
Dreau et al. 1999, Juergensen et al. 2001, Stahlecker et al. 2000). In einer Studie von Meral
et al. war das Gesamtiberleben bei Patienten, deren MIA-Werte unter Therapie absanken,
groRBer als bei denen mit gleich bleibenden oder steigenden MIA-Werten unter Therapie
(Meral et al. 2001).

Somit erscheint MIA zum jetzigen Zeitpunkt als ein in den meisten Fallen fir das
Therapiemonitoring geeigneter Parameter, dessen Einsatz helfen kénnte, nichtwirksame
Behandlungen wie z.B. Chemotherapien frilhzeitig zu erkennen und daraus entstehende
Nachteile fur den Patienten (unndtige Nebenwirkungen, nichterkannte Progression der

Erkrankung) zu verhindern.

5.3.  MIA als mdglicher prognostischer Faktor

Zur Einschatzung des individuellen Risikos einer Progression der Krebserkrankung sollte ein
Tumormarker Patienten mit einem gréReren Risiko unabh&angig von anderen klinischen
Parametern identifizieren und somit dem Arzt die Mdglichkeit geben, diese Patienten in
intensiverer Weise in Nachsorgeprogramme zu integrieren oder aggressiveren

Therapieformen zuzufthren.

Wahrend in der oben erwahnten Studie von Meral et al. ein Absinken der MIA-Serumwerte
unter Therapie als positives prognostisches Zeichen fur das Gesamtiiberleben bei diesen
Patienten gezeigt worden war (Meral et al. 2001), hatten andere Studien zum Ziel, den
Einsatz von MIA als prognostischen Marker fir das Auftreten von Metastasen zu
untersuchen. Hierbei fanden sich erste Hinweise fiir eine mdgliche prognostische Wertigkeit
von MIA (Bosserhoff et al. 1997b, Stahlecker et al. 2000).

Von einer weiteren Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der
Tumornachsorge in 67,7% der Falle Metastasen durch eine MIA-Erhéhung mindestens einen
Monat friher als mit Hilfe der routinemafigen Diagnostik gefunden werden koénnen

(Juergensen et al. 2001). In einer Studie von Matusushita et al. fanden sich bei 7 Patienten
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erhdhte MIA-Serumwerte 4-53 Monate vor der klinischen Detektion der Filiae (Matusushita et
al. 2002).

Auch in unserem Kollektiv konnten mittels apparativer Diagnostik in 7 Fallen zwischen 1,5-10
Monate (Median 4 Monate) nach Erh6éhung der MIA-Serumwerte Metastasen gefunden

werden. Daneben waren in weiteren 16 Fallen MIA-Serumwerte oberhalb des Normwertes
diagnostisch wegweisend. Hier konnte die Progression in der unmittelbar anschlieRend

erfolgten apparativen Diagnostik nachgewiesen werden.

Somit konnte eine neu aufgetretene Fernmetastasierung bei unseren Patienten in 63,9%
aufgrund der MIA-Erhdhung diagnostiziert werden. Die klinische Bedeutung zeigt sich auch
im Vergleich zur Positronen-Emissions-Tomographie (PET), die heute als sensitivste in-vivo
Untersuchung gilt. Sie erreicht eine Sensitivitat von insgesamt 74-100% bei einer Spezifitat
von 67-100% (Prichard et al. 2002).

Von Garbe et al. wurde zuletzt in einer groRen Studie an 296 Melanompatienten gezeigt,
dass bei Patienten mit erhohten MIA-Serumwerten das rezidivfreie Uberleben signifikant
gegeniber denjenigen mit normalen MIA-Werten verkirzt ist (Garbe et al. 2003a).
Erganzend fand sich in einer Studie von Guba et al. ein signifikant schlechteres Uberleben
bei Patienten mit praoperativ erhdhten MIA-Serumwerten im Stadium 1l im Vergleich zu
denjenigen, die vor der Resektion von lokoregiondren Metastasen MIA-Serumwerte
unterhalb des Normwertes zeigten. Interessanterweise verliefen in der gleichen Studie die
Uberlebenskurven der Patienten mit positiven praoperativen MIA-Serumwerten unabhangig
vom Stadium der Erkrankung und die aller Patienten im Stadium IV nahezu parallel. Gleiches
zeigte sich bei Patienten mit nicht erhéhten MIA-Serumwerten und dem Gesamtkollektiv der
Patienten im Stadium IIl (Guba et al. 2002).

Bei einem unserer Patienten im Stadium Il zeigte sich nach vollstandiger Metastasen-
Resektion eine nahezu konstante Erhéhung der Serumwerte. Im Verlauf kam es zu einer
raschen Progression mit Ubergang ins Stadium IV. Moglicherweise deuten erhthte Werte im
Stadium Il auf eine klinisch bisher nicht nachweisbare, systemische Manifestation hin. Im
Jahr 2000 konnte von der Arbeitsgruppe um Guba et al. gezeigt werden, dass
Melanomzellen mit einer starken MIA-Expression einen Tumortyp mit gesteigertem
Metastasierungspotential widerspiegeln (Guba et al. 2000). Daraus lieRe sich schlussfolgern,
dass erhohte praoperative Werte im Stadium Il eventuell einen solchen aggressiven

Tumortyp reflektieren.
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Insgesamt scheint MIA bei einem nicht unwesentlichen Anteil der Patienten in der Lage zu
sein, die Entwicklung von Metastasen vor den vorhandenen, bildgebenden Verfahren zu
erkennen. Dies gilt unter Berlcksichtigung der geringen Sensitivitat im Stadium Il (s.0.) vor

allem fur Fernmetastasen.

Allerdings koénnte die Hohe der MIA-Serumwerte auch im Stadium Il zusatzliche
Informationen fur das Risikoprofil liefern. Damit hatte der Kliniker neben den etablierten
Methoden ein weiteres Kriterium zur Hand, unterschiedliche Risikogruppen zu benennen und

in seinem therapeutischen Vorgehen abzustimmen.

Patienten, bei denen im Laufe der Tumornachsorge erhdhte MIA-Serumwerte auffallen,
sollten aufgrund der bisherigen Erkenntnisse in jedem Fall intensiveren Nachsorgeschemata

zugefuhrt werden.

5.4.  MIAim Vergleich mit anderen Tumormarkern

S100 ist momentan der am weitesten verbreitete und verwendete Tumormarker fir das
maligne Melanom. Zur Validierung von S100 existiert mitterweile eine grof3e Anzahl von
Studien, wobei die Sensitivitdten mit 9-31% bzw. 40-79% (Bonfrer et al. 1998, Guo et al.
1995, Hauschild et al. 1999a, Henze et al. 1997, Schultz et al. 1998) fur das Stadium 11l und
IV im Vergleich zu den fiir MIA publizierten Daten etwas niedriger liegen. Die von uns fir MIA
erhobenen Werte von 18,84% im Stadium Il sowie 80,70% im Stadium IV deuten auf
vergleichbar gute Sensitivitaten beider Marker hin. Eine Pilotstudie zum Vergleich von MIA
und S100 fand Sensitivitaten von je 100% im Stadium Il und IV fir MIA gegentber 60 und
61% fir S100 bei vergleichbarer Spezifitédt (Bosserhoff et al. 1997b). Allerdings liel3en sich
diese hohen Werte fur MIA in anderen Studien ebenso wie bei uns nicht wieder bestétigen.
Andere Gruppen fanden auch im direkten Vergleich &hnliche Werte fur beide Marker
(Djukanovic et al. 2000, Juergensen et al. 2001, Schmitz et al. 2000).

Ahnlich wie fir MIA konnte gezeigt werden, dass S-100B-Werte mit Tumorstadium,
metastatischer Ausdehnung, Progression und Uberleben korrelieren und sich somit zur
Verlaufskontrolle im Rahmen der Tumornachsorge und unter Therapie eignen (Bonfrer et al.
1997, Bruer et al. 1997, Deichmann et al. 1999, Guo et al. 1995, Hauschild et al. 1999a/b/c,
Henze et al. 1997, Kaskel et al. 1999, Milliotes et al. 1996, Schoultz et al. 1996, Schultz et al.
1998).
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LDH gilt aufgrund mehrerer Studien als ein unabhéngiger prognostischen Faktor fur
Patienten im Stadium IV der Erkrankung (Deichmann et al. 1999, Eton et al. 1998, Franzke
et al. 1998, Keilholz et al. 1996, Sirott et al. 1993) und findet aus diesem Grund auch in der
Stadieneinteilung der AJCC von 2001 Berticksichtigung. Allerdings wird von den Autoren
darauf hingewiesen, dass durch Mehrfachbestimmungen andere mdgliche Ursachen einer

LDH-Erh6hung wie z.B. Hamolyse der Blutprobe auszuschlieRen sind (Balch et al. 2001a).

Eine prognostische Wertigkeit konnte, wie bereits erwahnt, auch fir S100 und MIA gezeigt
werden (Buer et al. 1997, Guba et al. 2002, Hauschild et al. 1999a/b, Juergensen et al. 2000,
Meral R et al. 2001). Dabei zeigte sich in der Untersuchung von Buer et al. LDH in einer
Multiregressionsanalyse im Gegensatz zu S100 als unabhangiger prognostischer Faktor, bei
Hauschild et al. fanden sich jedoch umgekehrte Verhéltnisse (Buer et al. 1997, Hauschild et

al. 1999b). Eine entsprechende Studie zu MIA existiert zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht.

In einer Studie von Garbe et al. zeigte sich eine deutlich héhere Sensitivitat von S100 bzw.
MIA (29% bzw. 22%) gegenlber LDH (2%) bei vergleichbar hohen Spezifitaiten von 93%,
97% bzw. 90%. Erganzend konnte fir S100 und MIA gezeigt werden, dass bei erhdhten im
Vergleich zu normalen Werten das rezidivfreie Uberleben signifikant verkiirzt ist. Fur eine
LDH-Erhohung zeigte sich im Vergleich zu normalen Werten keine wesentliche Anderung in
den Kaplan-Meier-Kurven (Garbe et al. 2003). Auch in einer weiteren Studie zeigte sich im
Vergleich zu S-100B und MIA eine geringere Sensitivitdt von LDH bei neu aufgetretenen
Metastasen im Stadium Il und IV (86% und 80% vs. 48%) (Krahn et al. 2001). Insgesamt
erscheint LDH als sinnvoller Parameter fur Patienten mit manifesten Fernmetastasen. Zur
Detektion von Metastasen im Rahmen von Nachsorgeprogrammen erscheint die

Bestimmung anders als bei S100 und MIA jedoch wenig geeignet.

Auch andere Molekiihle wurden auf ihre mogliche Relevanz als Tumormarker fir das
maligne Melanom untersucht, konnten sich aber aus unterschiedlichen Griinden bis zum

jetzigen Zeitpunkt nicht im klinischen Alltag durchsetzen.

Der Nachweis von Tyrosinase, eines Schlisselenzyms der Melaninsynthese, mittels RT-
PCR erbrachte stark schwankende Ergebnisse. Hier zeigten sich Sensitivitaten zwischen 13-
100% (Battayani et al. 1995, Brossart et al. 1993 und 1995; Glaser et al. 1997, Kunter 1996,

Mellado et al. 1996, Pittmann et al. 1996, Reinhold et al. 1997). Dies mag unter anderem an

dem nicht genau standarisierten und z.B. durch Kontamination anféalligen Nachweisverfahren
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liegen. Insgesamt scheint die Tyrosinase RT-PCR daher aus heutiger Sicht keinen

verlasslichen Marker fur das maligne Melanom darzustellen.

Fur 5-S-Cysteinyldopa (5-S-CD) konnte in einigen Studien eine Korrelation mit dem
Tumorstadium gezeigt werden. Aul3erdem wurde eine prognostische Relevanz i.S. einer
nachweisbaren der Metastasierung vorausgehenden Erhéhung beschrieben (Hirai et al.
1997, Horokoshi et al. 1994, Peterson et al. 1988, Wimmer et al. 1997). Als Metabolit des
Melaninstoffwechsels zeigten sich jedoch in der kaukasischen Bevdlkerung zum Teil
erhebliche Schwankungen in Abhangigkeit von der Jahreszeit und den unterschiedlichen
ethnischen Gruppen, so dass sich die Frage nach einem sinnvollen, einheitlichen Grenzwert
stellt. Ebenso scheint der Nachweis mittels High-Performance Liquid Chromatographie
(HPLC) fur die tagliche Routine als wenig geeignet (Hauschild et al. 2001). In einer
vergleichenden Studie lag die Sensitivitat von MIA zur Detektion von neu aufgetretenen
Metastasen im Stadium Il und IV mit 64% deutlich Uber der von 5-S-CD mit 21% (Matsushita
et al. 2002)

Das in Neuronen und neuroendokrinen Zellen vorkommende Enzym Neuronen spezifische
Enolase (NSE) ist als Tumormarker fir das Neuroblastom und das Kkleinzellige
Bronchialkarzinom etabliert. Die Sensitivitat war mit 32-34,8% im Stadium Ill und/ oder IV
auch im Vergleich zu S100 eher gering (Guo et al. 1995, Tofani et al. 1997, Wibe et al.
1992). Insgesamt erscheint der klinische Nutzen dieses Markers nicht zuletzt aufgrund der

eher geringen Spezifitat fir das maligne Melanom daher auch im Vergleich zu MIA fraglich.

Zu Lipid-bound sialic acid (LASA-P) existieren nur wenige Studien. Die Sensitivitat lag hier
zwischen der von NSE und S100. Eine Assoziation mit dem Wiederauftreten von Metastasen
oder dem Uberleben konnte nicht nachgewiesen werden (Miliotes et al. 1996, Reintgen et al.
1992), so dass zum jetzigen Zeitpunkt ein zusatzlicher Benefit von LASA-P im Vergleich zu
MIA oder S100 nicht gegeben scheint.

Schluf3folgernd kann gesagt werden, dass MIA und S100 als etwa gleichwertige
Tumormarker fur das maligne Melanom anzusehen sind. Beide sind sowohl zur Detektion
von Metastasen als auch zur Verlaufskontrolle unter Therapie geeignet und bieten dem
behandelnden Arzt eine zusatzliche Mdglichkeit, die Prognose einzelner Patienten besser

einschatzen zu kénnen. lhr Nutzen im Vergleich zu anderen prognostischen Parametern

sollte jedoch in weiteren multifaktoriellen Untersuchen Uberprft werden.
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In der Studie von Juergensen et al. konnte durch die parallele Bestimmung beider Marker im
Stadium IV eine Sensitivitdt von fast 100% erreicht werden (Juergensen et al. 2001). Sollte
sich dies auch in anderen Studien bestatigen lassen, kdnnten moglicherweise durch diese
Kombination noch aussagekraftigere Ergebnisse erzielt und den Patienten weitere
Untersuchungen erspart bleiben.

Andere Tumormarker erscheinen zum jetzigen Zeitpunkt im Vergleich dazu fir das maligne
Melanom weniger geeignet. Lediglich LDH konnte mehrfach als guter Parameter im Stadium

der Fernmetastasierung bestétigt werden.
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6. Zusammenfassung

MIA ist ein von Melanomzellen sezerniertes Protein, dass durch interzelluldre
Wechselwirkungen die Bindung der Tumorzellen zur umgebenden Matrix verringert und so
deren Motilitdt und damit Metastasierungspotential vergroRert. Da MIA regelmaRig in
malignen Melanomen, aber nur vereinzelt in anderen Tumorarten nachweisbar war, wurde

es schon bald als potentieller Tumormarker fir das maligne Melanom postuliert.

Nach Entwicklung eines Nachweisverfahrens von MIA im Serum (ELISA) ergab eine erste
Studie einen signifikanten Anstieg von MIA im Serum von Patienten mit malignem Melanom
im Stadium Il und IV

Ausgehend von diesem ermutigenden Ergebnis sollte in der vorliegenden Arbeit der klinische
Nutzen von MIA als Tumormarker des malignen Melanoms am Patientenkollektiv der
Dermatologischen Kilinik der Technischen Universitat Minchen Uberprift werden. Im
speziellen sollte die Eignung von MIA zur Detektion von Metastasen, zur Verlaufskontrolle
unter Therapie und als prognostischer Marker beurteilt werden. Hierzu wurden Patienten mit
metastasiertem, malignem Melanom zwischen 1997-2003 systematisch in ihrem Verlauf der
MIA-Serumwerte untersucht. Die Bestimmungen erfolgten im Rahmen der Tumornachsorge,
vor und nach tumorreduzierenden Eingriffen sowie unter Therapie. Insgesamt wurden 1361

Serumproben von 120 Patienten eingeschlossen.

Im Stadium IV zeigte sich ein Anstieg von MIA Uber den aus der 97. Perzentile eines
Normalkollektivs berechneten Grenzwert bei 46 von 57 Patienten mit aktuell hachweisbaren
Metastasen. Dies entsprach einer Sensitivitdt von MIA im Stadium 1V von 80,7%.

Die MIA-Werte innerhalb dieser Gruppe waren signifikant erhdht im Vergleich zu denjenigen
von tumorfreien Patienten im Stadium IIl und IV, als auch zu denjenigen von Patienten mit
aktueller Metastasierung entsprechend dem Stadium Ill. Somit konnte MIA als zuverlassiger

Marker einer Fernmetastasierung entsprechend dem Stadium IV bestatigt werden.

Hingegen lag die Sensitivitat fir das Stadium 1l bei lediglich 18,9 %. Zwar unterschieden
sich in der Gruppe der Patienten mit lokoregionarer Metastasierung im Stadium 1ll die Werte
signifikant von der tumorfreien Kontrollgruppe, sie lagen jedoch zumeist unterhalb des
oberen Normwertes und damit in einem Bereich, in dem Schwankungen im klinischen Alltag
nur eingeschrankt beurteilbar sind. Daher erscheint MIA zur Diagnostik von lokoregionaren

Metastasen wenig geeignet.
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Die Spezifitat von MIA war insgesamt mit 98,9 % sehr hoch, aufgeschlisselt auf die
einzelnen Stadien lag sie zwischen 97,7 % fur das Stadium IIIB bis 100 % fir das Stadium

IV. Falsch positive Werte sollten daher im klinischen Alltag keine wesentliche Rolle spielen.

Im Rahmen der Tumornachsorge war eine MIA-Erhéhung in 63,9% der Félle der erste
Hinweis flr eine neu aufgetretene Fernmetastasierung. In der unmittelbar darauf
angeschlossenen bildgebenden Diagnostik konnten bei 16 von 36 Fallen (44,4%)
Metastasen detektiert werden. Bei 7 Patienten (19,4%) ging der MIA-Anstieg der klinischen
Manifestation 1,5-10 Monate (Median 4 Monate) voraus. Hier konnten die Metastasen erst
durch wiederholte Staging-Untersuchungen gefunden werden. Erhéhte Serumwerte kénnen
somit dem Auftreten neuer Metastasen vorangehen. Sie deuten damit mdglicherweise im
Sinne einer Prognoseverschlechterung auf ein verringertes rezidivfreies Uberleben hin. Unter
Bertcksichtigung der hohen Spezifitat von MIA sollten sie daher Anlass zu engmaschigen

Kontrollen der betroffenen Patienten geben.

Bei MIA-Bestimmungen vor und nach metastasenreduzierender Therapie zeigte sich eine
deutliche Korrelation von MIA mit der Tumormasse. Ebenso fand sich bei 20 von 25
Patienten ein enger Bezug zwischen der Hohe der Serumwerte und dem Krankheitsverlauf
unter Therapie. MIA eignet sich somit bei der Mehrzahl der Patienten als Parameter zum

Therapiemonitoring.

Als Tumormarker des malignen Melanoms ist MIA in seiner Aussagekraft mit der derjenigen
von S100 vergleichbar. Andere Parameter erscheinen im Gegensatz zu MIA aus

unterschiedlichen Grinden weniger geeignet.

Zusammenfassend stellt MIA fir den klinischen Alltag einen sinnvollen Serumparameter zur
Detektion von Fernmetastasen und zur Verlaufskontrolle unter Therapie dar. Durch die
Bestimmung der MIA-Serumwerte kdnnten Patienten mit malignem Melanom in Zukunft

wiederholte, belastende, apparative Untersuchungen erspart bleiben.
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7. Abklrzungsverzeichnis

5-S-CD 5-S-Cysteinyldopa

ABTS (2,2'-Azino-di-[3-ethylbenz-thiazolinsulfonat]

AJCC American Joint Committee on Cancer

ALM Akrolentigindses Melanom

bzw. beziehungsweise

ELISA Enzym-Linked Immunosorbent Assay

I.S. im Sinne

LDH Lactatdehydrogenase

LASA-P Lipid-bound sialic acid

LMM Lentigo-maligha-Melanom

MAB englisch= monoclonal antibody, deutsch= monoklonaler Antikérper
MIA Melanoma Inhibitory Activity

MRNS messanger Ribonucleinsaure

MW Mittelwert

NMM Nodulares malignes Melanom

NSE Neuronen spezifische Enolase

POD Peroxidase

PBS englisch= Phosphat buffered saline, deutsch= Phosphatgepufferte Salzldsung
PET Positronen-Emissions-Tomographie

RPM englisch= rounds per minute, deutsch= Umdrehungen pro Minute
RT- PCR Reverse Transcription-Polymerase chain reaction

SSM Superfiziell spreitendes Melanom

z.B. zum Beispiel
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