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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie

Die Inzidenz des Malignen Melanoms nimmt weltweit zu, betroffen sind insbesondere
die weisse Bevdlkerung der westlichen Industriestaaten und Australiens. In den USA
wurde eine Zunahme der Inzidenz von 3,1% pro Jahr beschrieben (Linos et al,
2009). Unter den haufigsten Tumoren nahm das Melanom nach Daten aus dem Jahr
2005 bei Mannern die 5. und bei Frauen die 7. Stelle ein (Rager et al, 2005). In den
USA wurden nach Angaben des Nationalen Krebsinstitutes fur das Jahr 2008 62.480
Neuerkrankungen und 8.420 Todesfalle am malignen Melanom erwartet.

In Mitteleuropa belauft sich die Erkrankungsrate auf 14-16 pro 100.000 Einwohner, in
den USA auf 10-25 pro 100.000 Einwohner mit hoheren Raten bei den Mannern
(Robert-Koch-Institut 2010, Garbe et al 2008). Die hochste Erkrankungsrate findet
sich in Australien, insbesondere in Regionen mit hoher Sonneneinstrahlung, mit Gber
50 Erkrankten pro 100.000 Einwohner. Bei Asiaten und Schwarzen, Menschen mit
héherer Pigmentierung der Haut, ist die Erkrankungsrate deutlich niedriger und
beschrankt sich zumeist auf akrolentigindse Melanome und Schleimhautmelanome
(Garbe et al 2008).

Obwohl das maligne Melanom bei Kindern und Jugendlichen unter 20 Jahren mit
1.3% ein seltener Tumor ist (Pappo, 2003), tritt das Melanom dennoch etwas fruher
auf als die typischen ,Alters“-Tumoren des Menschen. Das Durchschnittsalter bei der
Erstdiagnose liegt bei 57 Jahren, die durchschnittliche Lebenserwartung von

Melanompatienten bei 67 Jahren (Rager et al, 2005).

1.2. Risikofaktoren

Unter den Risikofaktoren, welche die Entstehung eines malignen Melanoms
beglnstigen, sind zwei Faktoren von besonderer Bedeutung: die Exposition
gegenuber UV-Strahlung, sowie die genetische Disposition. Hinsichtlich der UV-
Strahlung zahlen intermittierende Expositionen und Sonnenbrande insbesondere in

Kindheit und Jugend zu den Risikofaktoren, wahrend eine konstant hohe
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Sonnenlichtexposition (z. B. von Landwirten und Seeleuten) eher protektiv wirkt
(Gandini et al, 2005a). Die Haut vergisst offenbar sonnenlichtinduzierte Schadigung
nicht, denn die Melanom-Mortalitat nimmt als Funktion des Lebensalters zu (Gass
und Bopp, 2005). In Populationsstudien weisen 5-13% der Betroffenen zumindest ein
weiteres betroffenes Familienmitglied auf (Ford et al, 1995; Begg et al, 2004). Die
Mehrzahl der familiaren Melanomfalle zeigt kein mit einem monogenen Erbgang
kompatibles Vererbungsmuster, so dass ein Uberwiegend polygener bzw.

multifaktorieller Erbmodus angenommen wird (Aitken et al, 1994; 1998).

1.2.1. Familiares Melanom: ursachliche Gene

Es gibt jedoch eine Reihe von Melanom-Familien, in denen das Vererbungsmuster
einen autosomal dominanten Erbgang mit variabler Penetranz suggeriert. In der Tat
wurden in einigen dieser Familien Keimbahnmutationen in Genen gefunden, deren
Funktionsbeeintrachtigung in ursachlichen Zusammenhang mit der Melanom-
Entstehung gebracht werden konnte (de Snoo et Hayward, 2005).

Zu diesen Genen zahlen CDKN2A (Genort: Chromosom 9p21), der Zyklin-abhangige
Kinase-Inhibitor 2A. CDKN2A kodiert fur zwei verschiedene Proteine, das Protein
p16INK4A und das Protein p14ARF. Beide sind Tumorsuppressor-Proteine die eine
wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklus spielen (de Snoo et Hayward, 2005).
Ein zweites Gen, bei dem Keimbahnmutationen in Melanom-Familien gefunden
wurden, ist das CDK4-Gen auf Chromosom 1214, dessen Genprodukt eng mit dem
p16INK4a Genprodukt in der Regulation des Zellzyklus zusammenarbeitet.

Im Vergleich zu anderen Tumor-Dispositionsgenen wie z.B. BRCA1, dessen
Mutationstrager ein 80%iges Lebenszeitrisiko fur Brust- und Eierstockkrebs haben,
gehen Mutationen in den Melanom-Genen CDKN2A und CDK4 mit relativ niedrigen
Lebenszeitrisiken einher. So verdoppelt sich flir Mutationstrager das
Erkrankungsrisiko von lediglich 14% im Alter von 50 Jahren auf 28% im Alter von 80
Jahren (Begg et al, 2005).

Genom-Scan Analysen in Melanomfamilien haben Hinweise auf weitere Genorte
ergeben, an denen ursachliche Gene zu vermuten sind, bisher jedoch nicht
identifiziert werden konnten (z.B. Chromosom 1p22, Walker et al, 2004; Chromosom

9921.32, Jonsson et al, 2005). Eine genetisch bedingte Melanom-Disposition sollte
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Uberdies in Betracht gezogen werden, wenn in der Familie eines Betroffenen
Verwandte mit Pankreaskarzinom, Uvea-Melanom oder Tumoren des ZNS

aufgetreten sind (de Snoo et Hayward, 2005).

1.2.2. Weitere Risikofaktoren

Neben den unzweifelhaften Risikofaktoren UV-Strahlung und Genetik gibt es eine
Vielzahl weiterer Risikofaktoren, deren Bedeutung in einer Reihe von Metaanalysen
untersucht wurde (Gandini et al, 2005a, b, c). So wurde z.B. eine hohe Zahl von
angeborenen Naevi, und insbesondere atypischen Naevi, mit einem erhdhten
Melanom-Risiko korreliert (Gandini et al, 2005a). Dartberhinaus wurden Studien
Uber den Zusammenhang zwischen Melanom und phanotypischen Merkmalen wie
Hautpigmentierung, Hauttyp, Haarfarbe, Augenfarbe, das Vorhandensein von
Lentigines, Hautreaktionen auf Sonnenlicht, Photoschadigungsrate der Haut,
Aktinische Keratosen, etc. einer Metaananalyse unterzogen (Gandini et al, 2005c).
Aus diesen Studien geht unzweifelhaft hervor, dass gering pigmentierte Haut vom
Hauttyp | zusammen mit Rothaarigkeit und photogeschadigter Haut das Melanom-
Risiko deutlich erhdhen. Diese Hoch-Risiko Phanotypen werden u.a. durch

genetische Variation im Melanokortin-1 Rezeptor Gen bestimmt (Gibbs et al, 2002).

1.3. Pathophysiologie des Melanoms

Die von der Neuralleiste stammenden Melanozyten finden sich postnatal unterhalb
der epidermalen Basalmembran, wo sie mit Hilfe ihrer dendritischen Auslaufer
multiple Kontakte zu den Keratinozyten etablieren, die ihr Wachstum kontrollieren.
Die meisten Melanome der Haut entstehen innerhalb der Epidermis und brechen im
weiteren Verlauf durch die Basalmembran in die Subkutis ein. Bisher sind 5
hauptsachliche Mechanismen bekannt, mit deren Hilfe sich die Melanozyten der
Kontrolle durch die Keratinozyten entziehen und damit zu Melanomzellen werden
(Haass and Herlyn, 2005): (1) Herunterregulierung von Rezeptoren fir die
Kommunikation mit den Keratinozyten wie z.B. E-Kadherin, P-Kadherin und
Desmoglein, (2) Hochregulierung von Rezeptoren wie N-Kadherin, Mel-CAM, und

Zonula occludens Proteinen, (3) Deregulierung von Morphogenen wie Notch-
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Rezeptoren und entsprechenden Liganden, (4) Verlust der Verankerung in der
Basalmembran aufgrund veranderter Expression von Zell und Matrix Adhasions-
molekulen, (5) Erhohte Expression von Metalloproteinasen zur Invasion und
Beweglichkeit innerhalb der extrazellularen Matrix.

Gupta et al (2005) konnten mit Hilfe von Transfektionsexperimenten nachweisen,
dass die Fahigkeit zur Metastasierung eine Melanozyten-spezifische Eigenschaft ist,
uber die andere Hautzellen wie z.B. Fibroblasten oder Keratinozyten offenbar nicht
verfugen.

Der klinische Verlauf der haufigsten Melanomart, dem Melanom der Haut, wird u.a.
durch folgende Faktoren bestimmt: Metastasierung, Tumordicke, Ulzeration,
Geschlecht, Alter, Lokalisation und histologischer Subtyp (Leiter et al, 2004). Zudem
sind Proliferationsverhalten, Neovaskularisation, Lymphangiogenese, Invasion,
Embolisierung und Vaskularitdt des Tumors bedeutende Faktoren, welche die

klinische Evolution des Melanoms bestimmen.

1.4. Klinische und genetische Heterogenitat der Melanom-

entstehung

Melanome kdnnen in praktisch allen Korperregionen entstehen, in die es embryonal
zur Einwanderung von Zellen der Neuralleiste kommt. Obwohl in der Minderzanhl
gegenuber Melanomen der Haut haben Melanome der Uvea, der oralen, analen und
genitalen Schleimhaute, sowie des Magen-Darmtraktes eine grof3e Klinische
Bedeutung. Dass jedoch Melanom nicht gleich Melanom ist, gehdrt zu dem
Standardwissen des klinisch tatigen Arztes. Diese klinische Erkenntnis wurde durch
zytogenetische und molekulargenetische Untersuchungen bestatigt.

Die Arbeitsgruppe von Curtin et al (2005) untersuchte vier hinsichtlich ihrer
Sonnenlichtexposition unterscheidbare Kategorien von Melanomen: Solche mit
chronischer Sonnenlichtexposition bei vorgeschadigter Haut (Gesicht), solche mit
intermittierender Lichtexposition ohne vorgeschadigte Haut (Rumpf, Arme, Beine),
solche mit minimaler Sonnenlichtexposition (Palma und Planta), und solche, die
keinem direkten Sonnenlicht ausgesetzt sind (Schleimhaute). Sowohl hinsichtlich der
jeweiligen Chromosomenveranderungen, als auch hinsichtlich der Veranderungen in

den Genen BRAF und NRAS zeigte jede dieser vier Gruppen ein unterschiedliches
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Muster. Uberdies kam es in Melanomen, in denen die BRAF- und NRAS Gene nicht
verandert waren, zu einer Vermehrung der Gene CDK4 und CCND1. So fanden sich
z.B. somatische Mutationen im BRAF-Gen hauptsachlich in Tumoren mit
intermittierender Sonnenlichtexposition, bei denen es praktisch nicht zur Amplifikation
der Gene CDK4 und CCND1 kommt, die wiederum flir Tumoren mit minimaler oder
fehlender Lichtexposition charakteristisch waren. Diese unterschiedlichen
genetischen ,Signaturen® suggerieren, dass es fur die Melanome je nach Lage und
Exposition des Tumors offenbar ganz unterschiedliche genetische ,Pathways” der
Tumorentstehung gibt.

Durch die Arbeiten von Boris C. Bastian wurde gezeigt, dass der bisherige Gold-
Standard zur Melanom-Diagnostik, die Histopathologie, in einigen Bereichen nicht
ausreichend ist. Somit koénnten auch die Unterschiede in chromosomalen
Aberrationen von Melanomen und Naevi bei der eindeutigen Diagnostik von
malignen Melanomen als zusatzliche Methode eine Rolle spielen (Bastian BC, 2004).
Kabbarah und Chin weisen darauf hin, dass diese Erkenntnisse auch therapeutische
Konsequenzen flr die unterschiedlichen Arten der Melanome impliziert (Kabbarah et
Chin, 2005). Beispielsweise bezieht die sogenannte ,targeted therapy“ neuere
Erkenntnisse der Melanomentstehung auf molekularer Ebene mit ein (Tawbi et
Nimmagadda 2009).

1.5. Diagnose und Staging

1.5.1. ABCDE-Formel

1985 wurde das Akronym ABCD (Asymmetry, Border irregularity, Color variegation,
Diameter >6mm) als diagnostische Leitlinie bei der Beurteilung von Melanom-
verdachtigen pigmentierten Hautveranderungen eingefihrt. Nach Vorschlag von
Abbasi et al (2004) soll die ABCD Formel durch den Buchstaben E (flr Evolving)
erganzt werden. Damit sollen insbesondere Veranderungen in Grdsse, Gestalt,
Symptomen (Juckreiz), Blutungsneigung, und farbliche Veranderungen in die

Beurteilung einbezogen werden.
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Abb. 1: Malignes Melanom. Quelle: Wikipedia
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1.5.2. TNM-Klassifikation

Tab.1: TNM-Klassifikation nach AJCC 2002 (sechste Ausgabe)

T-Klassifikation

Tumordicke

weitere prognostische Paremeter

Tis

Melanoma in situ, keine Tumorinfiltration

= nicht definiert Tumordicke nicht bestimmbar oder nicht
X bekannt, unbekannter Primartumor
a) ohne Ulzeration und Clark Level Il/IlI
T <1,0mm _
b) Ulzeration oder Clark Level IV/V
a) ohne Ulzeration
T2 1,01mm - 2,0mm _ _
b) mit Ulzeration
a) ohne Ulzeration
T3 2,01mm - 4,0mm _ _
b) mit Ulzeration
a) ohne Ulzeration
T4 >4,0mm

b) mit Ulzeration

N-Klassifikation

Anzahl metastasierte LK

AusmaR der LK-Metastasen

N1 a) Mikrometastase
1 Lymphknoten (LK)
b) Makrometastase
N2 a) Mikrometastase
2-3 Lymphknoten b) Makrometastase
c) Satelliten- oder in-transit-Metastasen
N3 > 4 LK,
Satelliten oder in-transit-

Metastsen + LK-Metastasen

M-Klassifikation

Art der Fernmetastasen

LDH (Laktatdehydrogenase) i. Serum

M1a Haut-ME,
Subkutane ME Normal
LK-ME

M1b Lungen-ME Normal

Mic alle Ubrigen viszeralen ME | Normal
alle Fernmetastasen Erhoht

modifiziert nach ,Short German guidelines: Malignant melanoma, JDDG, Supplement 1, 2008 (Volume 6)

Im Jahr 2009 wurde das siebte AJCC-Manual zur Tumorklassifikation veroffentlicht.

Bezogen auf das Melanom ergibt sich in der TNM-Klassifikation als wesentliche
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Anderung fiir T1b-Melanome: der Clark-Level (Eindringtiefe des Tumors) wird durch

die Mitoserate ersetzt mit dem Grenzwert von >1mm?.

1.5.3. Stadieneinteilung nach AJCC (sechste Ausgabe)

Tab. 2: Stadieneinteilung des Malignen Melanoms

Primartumor Regionale LK-Metastasen | Fernmetastasen
Stadium
(pT) (N) (M)
0 In situ Tumor keine keine
1A < 1,0mm ohne Ulzeration keine keine

< 1,0mm mit Ulzeration oder
IB Clark-Level IV oder V keine keine

1,01-2,0mm ohne Ulzeration

1,01-2,0mm mit Ulzeration . .
A keine keine

2,01-4,0mm ohne Ulzeration

2,01-4,0mm mit Ulzeration ) .
1B _ keine keine
> 4 ,0mm ohne Ulzeration

| {08 > 4,0mm mit Ulzeration keine keine

A jedes T ohne Ulzeration | Mikrometastasen keine
jedes T mit Ulzeration Mikrometastasen

B jedes T ohne Ulzeration bis zu 3 Makrometastasen keine

jedes T mit/ohne Ulzeration Satelliten und/oder in-transit-ME

bis zu 3 Makrometastasen

. . . 4 oder mehr Makrometastasen oder
jedes T mit Ulzeration

nc LK-Metastasen (iber die Kapsel

jedes T mit/ohne Ulzeration ) . )
hinweg oder Satelliten und/oder in-

transit-ME mit LK-Metastasen

v jedes T jedes N Fernmetastasen

modifiziert nach ,Short German guidelines: Malignant melanoma, JDDG, Supplement 1, 2008 (Volume 6)

Im Jahre 2003 wurden die bisherigen Staging-Richtlinien fir das maligne Melanom
Uberarbeitet und im Sinne der Evidenz-basierten Medizin neu formuliert (Balch et al,
2004). Die neue Fassung beruhte auf Erkenntnissen, die aus einer Vielzahl von
prospektiven Untersuchungen von insgesamt 17,600 Melanompatienten gewonnen
wurden. Lokalisierte Tumoren (Stadium | und Il) werden mit gutem Erfolg durch
Exzision behandelt. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt 85% (Balch et al, 2004).
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Die Stadien Il (regionaler Lymphknotenbefall) und IV (Fernmetastasierung) gehen
mit einer sehr viel schlechteren Prognose einher. So betragt die 10-Jahres-
Uberlebensrate von Stadium Il Patienten nur 35%. Von Stadium IV Patienten leben
nach 10 Jahren weniger als 10%. Die schlechte Prognose fur Patienten mit
fortgeschrittenen Stadien beruht einmal auf der Tatsache, dass bisher verfugbare
Immuno- und Chemotherapien inadaquat und z.T. mit schweren Nebenwirkungen
behaftet sind. Zum anderen hat eine verbreitete Metastasierung bereits
stattgefunden, bevor die Diagnose gestellt wird. Die Therapie des fortgeschrittenen
Melanoms bleibt daher trotz aller Fortschritte der letzten Jahre unbefriedigend. Die
Friherkennung von Melanomen bzw. von Rezidiven und/oder Metastasierungen in

der Tumornachsorge spielt daher in der Klinik eine bedeutende Rolle.

1.6. Therapie

1.6.1. Operative Therapie

Der primare Therapieansatz beim Melanom ist eine kurative Operation. Der
Sicherheitsabstand um den Primartumor wird in Abhangigkeit von der Tumordicke
(TD nach Breslow) bestimmt, welche nach einer Primarexzision oder Biopsie
diagnostiziert wird. Gegebenenfalls muss eine Nachexzision erfolgen. Der
Sicherheitsabstand betragt 0,5cm fur In-Situ-Melanome, 1cm far Melanome mit TD <
2mm und 2cm fur eine TD > 2mm (Garbe et al, 2008).

1.6.2. Sentinel-Lymphknoten-Biopsie

Die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie wird empfohlen fur alle Melanome mit einer
Tumordicke Uber 1mm sowie fur dinnere Tumore der Clark-Level IV und V bzw.
ulzerierte Melanome. Bei negativem Befund des Sentinel-Lymphknotens ist keine
weitere Lymphknotenexzision indiziert. Bei Befall des Sentinel-Lymphknotens erfolgt
eine radikale Lymphknotendissektion. Der Befall des Sentinel-Lymphknotens ist
darUberhinaus ein Parameter fir die Indikationsstellung zu einer adjuvanten

Systemtherapie.
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1.6.3. Adjuvante Therapie

Bei Tumoren ab dem Tumorstadium IIA (TD = 2mm) wird eine adjuvante Interferon-
a-Therapie empfohlen. In einigen Studien hat sich bereits fur Melanompatienten mit
einer Tumordicke =21,5mm eine Verlangerung des Rezidiv-freien Intervalls gezeigt. In
Studien erprobt und angewendet werden low- und high-Dose Interferon-a sowie

pegyliertes Interferon-a-2b (Garbe et al 2008).

1.6.4. Strahlentherapie

Eine Indikation zur Strahlentherapie besteht bei inoperablen Tumoren und
Metastasen. Auch bei Fernmetastasierung ossar oder zerebral kdnnen die Patienten
von einer palliativen Radatio profitieren. Bei in-Situ-Melanomen im Gesichtsbereich
kann statt der Exzision eine Bestrahlung als Primartherapie erwogen werden (Garbe
et al 2008).

1.6.5. Palliative Therapie

Neben der primar palliativen operativen Therapie bei fortgeschrittenen Melanomen
mit In-transit- oder Satelliten-Metastsen (ggf. mit hyperthermer zytostatischer
Extremitatenperfusion) und der palliativen Radiatio ist die systemische Chemo- bzw.
Immunochemotherapie ein weiterer palliativer Ansatz. Insbesondere bei weit
fortgeschrittenen Melanomen (Stadium [V) oder inoperablen Rezidiven ist, unter
Berucksichtigung der Lebensqualitat, eine solche Therapie zu diskutieren.

Es exisitieren unterschiedliche Therapieprotokolle fir Mono- bzw. Polychemotherapie

und Polyimmunochemotherapie. (Garbe et al, 2008).
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1.7. Tumornachsorge

In der Tumornachsorge nach Primartherapie sind die ersten 5 Jahre am
Bedeutendsten, da 90% aller Metastasierungen in diesem Zeitraum auftreten.
Aufgrund der selteneren Spatmetsatsierungen sollte die regelmaRige

Tumornachsorge tber 10 Jahre erfolgen (Garbe et al 2008).

Tab.3: Intervalle der Untersuchungen in der Tumornachsorge

Stadium und | Koérperliche Korperliche Lympknoten- | Serum-S- Bildgebung

Tumordicke | Untersuchung | Untersuchung | sonograhie 100 Jahr 1-5 | Jahr 1-5
Jahr 1-5 Jahr 6-10 Jahr 1-5

I, <1Tmm 6 Monate 12 Monate Keine Keine Keine

I+, >1mm 3 Monate 6-12 Monate 6 Monate 3-6 Monate nur bei adjuvanter

Therapie
lC+II 3 Monate 6 Monate 3-6 Monate 3-6 Monate 6 Monate
v Individuell Individuell Individuell Individuell Individuell

Nach Garbe et al 2008 und Garbe et al 2003

1.8. Tumormarker

Tumormarker auf DNA-, RNA- oder Proteinebene dienen als Indikatoren des
Tumorwachstums, der Tumorprogression, der Rekurrenz des Tumors, des
Therapieerfolges, und der Prognose. Serologische Tumormarker werden seit vielen
Jahren in der Onkologie eingesetzt. Dazu gehdren Tumor-assoziierte Antigene,
Zytokine, Metalloproteinasen, Angiogenese-Faktoren, Adhasions-Molekdle,
Wachstumsfaktoren, immunregulatorische Moleklle und Metaboliten. Bekannteste
Beispiele sind das PSA (Prostata spezifisches Antigen) und das CEA (Carcino-
Embryonales Antigen). In den letzten Jahren werden jedoch auch zunehmend
Marker auf DNA- und RNA- Ebene entwickelt, deren Sensitivitat aufgrund von PCR-
Verfahren z.T. erheblich Uber der der serologischen Marker liegt. Bei diesen
molekularen Markern handelt es sich z.B. um Tumorsuppressorgene, Onkogene,
Transkriptionsfaktoren oder Apoptose-Faktoren (Martinez et Hoon, 2005). Zu den
beim Melanom haufig bestimmten serologischen Tumormarkern gehoéren die
Proteine S-100B, MIA, sowie die Laktatdehydrogenase (Ugurel, 2005).
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1.9. S-100 Protein-Familie

S-100-Proteine sind thermolabile saure kalziumbindende Proteine mit einem
Molekulargewicht von 21kD, welche urspringlich aus Rinderhirnen isoliert wurden.
Es stellte sich heraus, dass S-100 Proteine nicht nur von Zellen des zentralen
Nervensystems wie Glia- und Schwannzellen exprimiert werden, sondern auch von
Chondrozyten, Adipozyten und Melanozyten (von Schoultz et al, 1996; Henze et al
1997; Ugurel 2005). Das im Melanom-Kontext bedeutsame Mitglied der S-100-
Proteinfamilie, das Protein S-100B, zeigt die starkste Expression in Gliazellen des
zentralen und peripheren Nervengewebes, ist aber auch relativ stark in Melanozyten,
Chondrozyten und Adipozyten exprimiert (Ugurel, 2005). Es wird von einem Gen auf
dem menschlichen Chromosom Nr. 21. kodiert.

Eine Reihe von Studien, u.a. Vergleichsstudien mit anderen Serummarkern, haben
den Einsatz von S-100B als geeigneten Tumormarker fur das maligne Melanom

bestatigt (s. Diskussion).

1.10. Melanoma inhibitory activity (MIA)

MIA wurde erstmals von Bogdahn et al im Jahre 1989 als eine autokrine, flr
Melanomzellen wachstumsinhibierende Serumaktivtat beschrieben. Die Zugabe von
MIA zu Zellkulturen fuhrt zu morphologischen Veranderungen, Verlust der
Zelladharenz und Inhibierung der Zellproliferation. Es kommt zur Akkumulation der
behandelten Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus (Weilbach et al, 1990).

MIA ist ein kleines (11kD), evolutionar hoch konserviertes Protein von 107
Aminosauren mit einem N-terminalen Signalpeptidbereich. Wie viele intrazellulare
Signalmolekile besitzt auch das extrazellulare MIA eine SH3-ahnliche Domane (src-
homology 3 domain), welche Protein-Protein-Interaktionen ermdglicht. Die
wichtigsten Interaktionspartner sind Proteine der extrazellularen Matrix, vor allem
Fibronektin. Es wird angenommen, dass MIA durch seine Affinitat zu Fibronektin die
Bindung von Integrinen an extrazellulare Matrixproteine in kompetitiver Weise
blockiert (Bosserhoff, 2005). Dadurch wird die Verbindung zwischen Zelloberflache
und extrazellularer Matrix gelockert, so dass sich die Zelle ablésen und migrieren

kann. Dies konnte eine Erklarung flr die haufige Metastasierung maligner
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Melanomzellen sein. Dem Mechanismus der MIA-vermittelten Reduktion von Zell-
Matrix Kontakten und damit Erhdhung der zellularen Mobilitat kommt bei der
Entstehung und Progression des Melanoms wahrscheinlich eine zentrale Bedeutung
zu (Bosserhoff et al, 2001).

Mit Hilfe von RT-PCR Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass MIA spezifisch
in primaren und metastasierenden malignen Melanomen, jedoch nicht in normaler

Haut oder in normalen Melanozyten exprimiert wird (Perez et al, 2000).

1.11. Fragestellung

Im Rahmen der Melanomnachsorge (s. 1.7.) werden an der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen Universitat Minchen
regelmalig die beiden Tumormarker S-100B und MIA aus dem Serum der Patienten
bestimmt.

Im Sinne der Definition als Tumormarker (s. 1.8.), werden sie als Kontrollparameter
mit prognostischer Relevanz bewertet (s. 4.2.).

Im Rahmen dieser Untersuchungen war der Eindruck entstanden, dass die S-100B-
Werte groReren Schwankungen unterlagen als die MIA-Werte, insbesondere bei
Patienten ohne Nachweis einer Tumorlast im Sinne einer Metastasierung oder eines
Tumorrezidivs zum Zeitpunkt der Serumbestimmung (,falsch positiv®).

Hinsichtlich der klinischen Wertigkeit der beiden Tumormarker S-100B und MIA
liegen in der Literatur z. T. widerspruchliche Daten vor. Es war daher Zielsetzung
dieser Arbeit, die kasuistischen Beobachtungen einer groReren Schwankungsbreite
der S-100B Bestimmungen im Vergleich zu MIA an einem definierten

Patientenkollektiv zu objektivieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Bestimmung von S-100B bis 2004

In den Jahren vor 2004 erfolgte die Bestimmung der Serumkonzentration fur S-100B
immunoradiometrisch mittels S-100-IRMA (ImmunoRadioMetricAssay) der Firma
BYK-Sangtec Diagnostica Dietzenbach. Nach dem Sandwich-Prinzip werden hierbei
zwei unterschiedliche monoklonale Antikdrper gegen Untereinheiten der S-100B-
Einheit verwendet. Im ersten Inkubationsschritt, wird das S-100B aus dem
Patientenserum durch den einen Antikérper gebunden, dann wird ungebundenes
Material ausgewaschen und zuletzt wird ein radioaktiv markierter '*I-Antikdrper
hinzugeflgt. Schlielich wird die Radioaktivitat mittels Gamma-Zahler gemessen und

uber standardisierte Kurven die Konzentration von S-100B ermittelt.

2.2. Bestimmung von S-100B ab 2004

Die Bestimmung der Werte fur S-100B aus dem Serum der Patienten erfolgte ab
dem ersten Januar 2004 mittels des Elycsys® S100 Tests, einem elektrochemischen
photometrischen Immunadsoprtionstest (ElectroChemoLuminescence Immunoassay
= ECLIA) fur die Elecsys® Systeme 1010, 2010 und E170 von Roche Diagnostics.
Die Dauer des Tests betragt 18 Minuten bei einer Temperatur von 37°C.

Nach dem Sandwich-Prinzip bilden die Antigene aus dem Patientenserum im ersten
Inkubationsschritt einen Komplex mit einem biotinylierten und einem Ruthenium-
gebundenen Antikorper (beides monoklonale Maus-Antikdrper gegen die [3-Kette von
S-100). Im zweiten Schritt werden Mikropartikel hinzugefugt, die mit Streptavidin
Uberzogen sind, wodurch mittels Interaktion mit dem Ruthenium des
Antikdrperkomplexes eine Bindung an die solide Phase erfolgt.

(Abb. 2. Quelle der Abbildungen: Prodcut Information Elecsys® S100, Roche
Diagnostiocs GmbH, D-68298 Mannheim, Germany)
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Abb. 2: Antikorperbindung an S-100

Anschlieend erfolgt die Messung der antikdrpergebundenen Immunkomplexe in der

Elycsys® Elektrochemilumineszenzmesszelle.

Ungebundene Komponenten werden entfernt, eine definierte Spannung wird
angelegt und die aus einer elektrochemischen Reaktion des Ruthenium-Komplexes
resultierende Photoemission gemessen.

Die Messung erfolgt mittels Photomultiplier, der die Intensitat des Signals in RLU
(Relative Light Units) misst (s. Abb.3).

RLU intensitiy Voltage (V)

70000
50000

30000

Time (sec.)

Abb. 3: Ermittlung der Photoemission in RLU
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Die Ermittlung der S-100B-Werte erfolgt dann anhand einer Kalibrierungskurve (s.
Abb.4)

RLU 4

o

o

/e

Concentration

Abb. 4: Kalibrierungskurve

2.3. Bestimmung von MIA

Die Bestimmung der Serumwerte fur MIA erfolgte mittels MIA ELISA von Roche®
Diagnostics (Penzberg/Deutschland), einem photometrischen, enzymgebundenen
Immunadsorptiontest (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay = ELISA).

Die Testdauer betragt zwei Stunden.

Das Testprinzip ist ein One-Step-ELISA. Die MIA-Proteine aus dem Patientenserum
gehen hierbei eine gleichzeitige Bindung mit zwei monoklonalen Antikérpern ein. Der
eine Antikorper ist biothinyliert und bewirkt (durch eine Reaktion von Biotin mit
Streptavidin) eine Bindung an die Streptavidin-Uberzogene Mikrotiterplatte (MTP).
Der andere Antikorper ist mit Peroxidase gekoppelt und bewirkt (durch eine Reaktion
mit zugesetztem ABTS® = Azinodiethylbenzthiazolinsulfonat) einen Farbumschlag.
Dieser wird photometrisch gemessen und anhand der direkten Proportionalitat der

Farbdichte zur MIA-Konzentration der Serumwert fur MIA ermittelt.
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2.4. Grenzwerte (Cut off)

Zur Beurteilung, ob ein ermittelter Serumwert im Normbereich liegt oder erhoht ist,
mussen Grenzwerte (Cut off) festgelegt werden. Hierzu werden Serumwerte flr den
jeweiligen Marker in einem Kollektiv von gesunden Probanden gemessen. Als Cut off
wird der Wert bezeichnet unter dem 95% der gemessenen Werte liegen.

Je nach verwendetem Test, bzw. untersuchtem Kollektiv kann es somit auch zu einer
Veranderung des Cut off kommen, weswegen sich je nach Studie unterschiedliche
Grenzwerte flir S-100B und MIA finden (s. 4.1.3.).

Fir diese Arbeit wurden folgende Grenzwerte festgelegt:

* S-100B fur die Jahre 2002 und 2003: 150 pg/ml

* S-100B ab 1.1.2004: 120 pg/ml

* MIA: 12 ng/ml
Die Anderung des Cut off fiir S-100B ab dem Jahr 2004 wurde in allen Fallen
berucksichtigt.

2.5. Datenerhebung

An der Klinik fur Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen
Universitat Minchen werden regelmalig Serumwerte fur S-100B und MIA im
Rahmen der Patientenversorgung ermittelt und dokumentiert. Die Blutenthahmen
erfolgen im Rahmen stationarer oder ambulanter Aufenthalte zur operativen
Entfernung  malignomverdachtiger = Hautveranderungen, zur  Nachexzision
histologisch gesicherter maligner Melanome bzw. deren Immuno- und/oder
Chemotherapie, und im Rahmen des Tumornachsorgeprogramms.

Der MIA-ELISA wurde an der Klinik fur Dermatologie und Allergologie am Biederstein
durchgefuhrt, die S-100B-Werte wurden am Institut flr klinische Chemie der

Technischen Universitat Minchen ermittelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden retrospektiv 3170 Blutproben von 794 Patienten

aus den Jahren 2002-2004 ausgewertet (s. Abb. 6).

Aufgrund der Definition der beiden Serummarker als Tumormarker, die sowohl fur S-

100B als auch fur MIA mehrfach beschrieben ist (s. 4.2.), ware eine gleichsinnige
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Veranderung beider Marker im Sinne einer gleichzeitigen Erhohung bzw.
Erniedrigung der Werte in Abhangigkeit von dem Verlauf der Erkrankung zu
erwarten. Dieses Verhalten wurde in der Korrelation der beiden Werte zum jeweiligen
Bestimmungszeitpunkt untersucht.

Im Sinne der Fragestellung (s. 1.11.) wurden dann diejenigen Falle ausgewahlt, in
denen sich die beiden Marker divergent verhielten, d.h. bei der gleichzeitigen
Erhéhung des einen Markers lag der andere Marker jeweils im Normbereich.

Dieses Kollektiv umfasste 113 Patienten mit malignem Melanom, deren
Krankheitsverlaufe an der Klinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein

dokumentiert waren.

Anhand der Patienten-Akten wurde eine Unterteilung in eine Gruppe von Patienten
mit und eine Gruppe ohne Tumorlast vorgenommen. Patienten mit Tumorlast wurden
definiert als die Gruppe, bei denen der Zeitpunkt der Blutenthahme vor Entfernung
des Tumors lag bzw. Kklinisch eine Metastasierung oder ein Tumor-Rezidiv
nachgewiesen war. Bei der Gruppe der Patienten ohne Tumorlast war kein aktiver
Tumor zum Untersuchungszeitpunkt nachweisbar.

Zur Beurteilung der ,falsch positiven® Werte der Serummarker wurden zuletzt die
Falle betrachtete, bei denen innerhalb eines bestimmten Zeitraumes keine
Tumorprogression nachweisbar war.

Somit fand sich ein Kollektiv von 64 Patienten mit ,falsch positiven* Werten fur S-
100B bzw. fur MIA.

49 dieser Patienten erflllten folgende Kriterien:
* Vorliegen von mindestens vier Verlaufswerten (Werte fir S-100B und MIA
zum gleichen Abnahmedatum) bei dokumentierter Tumorfreiheit
* Mindestzeitraum ab Zeitpunkt des divergierenden Wertes in dem Kkeine
Progression erfolgte: 1 Jahr (1 Fall: % Jahr)

e Zustand nach primarer Therapie des Tumors (i. d. R. Exzision)

Die Werte der Tumormarker dieser Patienten sowie die klinischen Befunde wurden
im Verlauf Uber den verfigbaren Zeitraum ausgewertet und dokumentiert.

Analog dazu fanden sich 30 Patienten mit dokumentierter Tumorlast zum
Blutentnahmezeitpunkt fur die ebenfalls die Kriterien der vorhandenen Verlaufswerte

und Zustand nach Primartherapie galten.
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794 Patienten
(3170 Proben)

| |
113 Patienten mit divergierenden Werten 681 Patienten mit
(MIA1+S-100]; S-1001+MIA]) gleichsinnigen Werten
(MIAT+S-1007;
MIA|+S-100])

33 Patienten mit 80 Patienten ohne
Tumorlast Tumorlast
f

17 Patienten mit
Progression/Verdacht/
= unbekanntem Verlauf

30 Patienten mit
definierten Kriterien
(Tumorlast) \_

63 Patienten ohne
| Progression

14 Patienten ohne
definierte Kriterien

49 Patienten mit
definierten Kriterien
(Tumorfrei)

Abb. 5: Schematische Darstellung der Patientenauswahl
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2.6. Auswahl des Patientenkollektivs

Die Datenerhebung erfolgte anhand aller in den Jahren 2002-2004 in der Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen
Universitat Minchen im Rahmen der Melanom-Nachsorge betreuten Patienten.
Demnach lag bei allen Patienten ein histologisch gesichertes malignes Melanom vor,
welches primar operativ therapiert wurde. In 35 Fallen erfolgte eine adjuvante
Therapie mit Interferon. Die Tumornachsorge findet gemal der Leitlinien (s. 1.7.) in
Abhangigkeit vom Tumorstadium statt. Im Sinne der Fragestellung (s. 1.11.) wurden
fur diese Arbeit nur die Patienten ausgewahlt, bei denen in der Tumornachsorge
unabhangig von Tumorstadium und erfolgter Therapie divergierende Tumormarker-
Werte gefunden wurden.

Alle Ubrigen Patienten wurden nicht berucksichtigt, so dass keine umfassenden
Aussagen Uber Tumormarkerverlaufe in der Melanomnachsorge getroffen werden

konnten. Alle Aussagen beziehen sich somit nur auf das definierte Patientenkollektiv.

2.7. Dokumentation

2.7.1. Microsoft®-Excel-Tabellen

Die Korrelation der Werte flr S-100B und MIA erfolgte anhand von Microsoft®-Excel-
Tabellen. Die Daten der Melanompatienten aus dem Institut fur Klinische Chemie der
Technischen Universitat Minchen (Bestimmung der S-100B-Werte) und aus der
Klinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein (Bestimmung der MIA-Werte)
wurden korreliert und in eine gemeinsame Tabelle eingetragen.

In diesem Programm wurden Mittelwerte bzw. Median und Standardabweichungen
berechnet. Die Graphiken der Verlaufe wurden ebenfalls in Excel erstellt.

Mit Unterstitzung des Instituts fir Medizinische Statistik und Epidemiologie der
Technischen Universitat Minchen wurden Berechnungen zu Sensititvitat und

Spezifitat durchgeflhrt.
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2.7.2. Dokumentation der Daten aus den Krankenakten

Bei den 113 Patienten mit divergierenden Werten flr S-100B und MIA wurden aus

den Krankenakten folgende Punkte dokumentiert:

e Alter
e Geschlecht

* Datum der Erstdiagnose

* Befund (Wachstumstyp)

e [okalisation

*  Tumordicke nach Breslow, Clark-Level
*  TNM-Stadium (s. 1.5.2.)
e  Tumorstadium nach AJCC 2002 (s. 1.5.3.)

e Daten der Blutentnahme

*  Werte fir S-100B zu den Blutentnahmezeitpunkten
* Werte fur MIA zu den Blutentnahmezeitpunkten

* Klinische Befunde zu den Blutentnahmezeitpunkten

* Therapie
* ggf. Metastasierung
* ggf. Nebenbefunde

2.7.3. Definition der ,falsch positiven“ Werte anhand der Vierfeldertafel

Tab. 4: Vierfeldertafel bzgl. der Tumormarker

Tumor nachweisbar’

kein Tumor

nachweisbar?

Tumormarker erhoht

richtig positiv

falsch positiv

Normbereich

falsch negativ

richtig negativ

! positive Befunde von Histologie, PET, MRT, CT

2 alle Befunde negativ, auch im Verlauf
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3. Ergebnisteil

3.1. Auswertung aller Daten

In einer retrospektiven Studie wurden 3170 Blutproben von 794 Patienten mit
malignem Melanom in den Jahren 2002 bis 2004 ausgewertet.

Hierbei fanden sich MIA-Werte von 1,63ng/ml bis 700ng/ml (Median: 6,75ng/ml) bzw.
S-100B-Werte von 12pg/ml bis 328280pg/ml (Median: 69pg/ml). Die deutliche
Mehrheit der Serummarker (81%) lag hierbei im Normbereich (Cut off fur MIA
12ng/ml, Cut off fur S-100B 150pg/ml bzw. 120pg/ml ab 2004). Im Vergleich zeigte
sich eine Erhdhung des S-100B-Wertes in 11% und eine Erhdhung des MIA-Wertes
in 8% (s. Abb. 6) der 3170 Proben.

Auswertung aller Serumproben

1%

lWert? im Normbereich
mMIA T
0 S-100B

Abbildung 6: Auswertung von 3170 Serumproben (Abnahmedaten: 2002-2004)
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S-100B-Verteilung

S-100B (pg/ml)

Anzahl Blutproben (nach Abnahmedatum sortiert)

Abbildung 7:Verteilung der S-100B-Werte

MIA-Verteilung

MIA (ng/ml)

S S R S A R S S N SN
PRSP E S

Anzahl Blutproben (nach Abnahmedatum sortiert)

Abbildung 8: Verteilung der MIA-Werte
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3.2. Verhalten der Tumormarker

In 91% der Falle wurde ein gleichsinniges Verhalten (beide Marker erhdht bzw. beide
Marker nicht erhoht) gefunden. In 9% unterschieden sich die Werte der Tumormarker
dahingehend, dass bei gleichzeitiger Erh6hung des einen Markers der andere nicht
erhoht war (s. Abb. 9).

Verhalten von MIA und S-100B

86% @ beide Marker erhoht
9% m beide Marker nicht erhéht

O divergierende Werte

5%

Abbildung 9: Verhalten von S-100B und MIA

Der Vergleich der erhéhten Marker zeigte in 56,2% der erhdhten MIA-Werte auch S-
100B erhoht. Bei den erhdhten S-100B-Werten fand sich in 43,5% eine gleichzeitige
Erhéhung von MIA.
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3.3. Korrelation von S-100B und MIA

Tabelle 5: Auswertung und Korrelation der Serumwerte fir S-100B und MIA

nach Jahren

MIAt+ MIAl + | MIAT+ S-100B|
Anzahl
Jahr MIA 1 S$-100B1 | S- S- und
Proben
100B1 100B| MIA| + S-100B1
2002 1066 113 131 76 896 38 +56 =94
2003 1001 44 65 17 907 28+49=77
2004 1103 102 138 68 929 35+71=106
2002-
3170 259 334 158 2732 101 + 176 = 277
2004

Grenzwerte:

MIA?: MIA > 12ng/ml
MIA|: MIA < 12ng/ml

S-100B1: S-100B > 150pg/ml (fiir 2002 und 2003) bzw. > 120pg/ml (fir 2004)
S-100B]: S-100B < 150pg/ml (fiir 2002 und 2003) bzw. < 120pg/ml (fir 2004)

In der Betrachtung der divergierenden Werte findet sich (wie aus der Datentabelle
ersichtlich) die Konstellation MIAt+ S-100B| in 36,4% und die Konstellation MIA| +
S-100B7 in 63,4%.
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Korrelation von MIA und
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Abbildung 10: Korrelation der beiden Tumormarker

3.4. Patientenkollektiv mit divergierenden Werten

Es fand sich ein Kollektiv von 113 Patienten (s. Tabelle 6) bei denen bei

gleichzeitiger Erhdhung des einen Serummarkers Uber die Cut-Off-Grenze der

Andere Marker unterhalb des Cut-Off lag.
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Tabelle 6: Patientenkollektiv mit divergierenden Werten der TU-Marker

Stadium 0/l Stadium Il Stadium Il Stadium IV
n 43 17 21 32
Geschlecht
26/18 10/7 9/12 16/16
(w/m)
Alter (MW  SA) 54 + 17 55+18 61+12 63+ 15
SSM 30 4 6 5
NMM 8 9 5 8
LMM 2 0 1 0
ALM 1 1 4 3
1 1 1 6
(MM in situ) (navoides (amelanot. MM) | (2 Aderhaut-
MM) MM,
andere 1 MM in situ,
1 Zervix-MM,
1 Vulva-MM
1 spindelzell.
MM)
nicht definiert 1 1 3 7
unbek.
0 0 1 3
Primarius
TD (MW * SA)
) 0,97 + 0,51 2,84 +1,27 3,08 + 2,46 3,31 +4,58
in mm
TU-Last zum
Blutentnahmezeit- | 1/42 0/17 5/16 26/6
punkt (+/9)
TU-Progression
(+/9)
innerhalb 1 Jahr 0/31 4/13 6/12 28/2
innerhalb 6 Mo 0/5 0 0 0N
unbekannt 7 0 3 1
S-100B1+MIA | 28 12 16 20
MIA1+S-100B| 15 5 5 12
MIA (MW % SA) 9,41 + 3,590 8,00 + 3,391 8,48 + 3,959 11,73 + 7,40
149,43 + 130,71 +
S$-100B (MW * SA) 198,43+135,361 | 208,2 + 188,885
75,552 57,37
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Aus dem Kollektiv der 113 Patienten musste die Tumorlast bzw. Tumorfreiheit zum

jeweiligen Zeitpunkt der Blutentnahme dokumentiert sein. Patienten bei denen

a) < 4 Verlaufswerte vorlagen
b) nicht zu allen Untersuchungszeitpunkten beide Tumormarkerwerte vorlagen
c) keine Dokumentation Uber Tumorfreiheit oder Tumorlast
vorlag (Nachsorgeuntersuchung)
d) eine Erhdhung in der tumorfreien Gruppe vor Therapie vorlag

wurden nicht in die Auswertung mit einbezogen.

Hieraus ergaben sich zwei Gruppen mit divergierenden Werten der Tumormarker,
eine mit ,tumorfreien” Patienten (n=49) eine mit ,Tumorlast® (n=30). In Korrelation zur
Tumorlast wurden so die ,falsch positiven“ bzw. die ,falsch negativen* Werte fur S-
100B und MIA ermittelt.

In der Gruppe der Patienten mit Tumorlast waren zwischen 4 und 26 Verlaufswerte
dokumentiert, im Durchschnitt pro Patient 10,8 Werte.

In der Gruppe der Patienten ohne Tumorlast waren zwischen 4 und 21 Verlaufswerte

dokumentiert, im Durchschnitt pro Patient 10,6 Werte.
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3.5. Sensitivitats- und Spezifitatsberechnungen

Fir dieses Kollektiv der 79 Patienten wurden Sensitivitats- und
Spezifitatsberechnungen fir MIA und S-100B durchgeflhrt. (Berechnung in

Microsoft®-Excel-Tabelle mit freundlicher Unterstitzung des Instituts fur

Medizinische Statistik und Epidemiologie der Technischen Universitat Minchen).

Tab. 7: Sensitivitat und Spezifitat fir MIA

Krankheit + Krankheit -

Test + 11 13 24
Test - 19 36 55

30 49 79

95% ClI

Sensitivitat (%) 36,666667 19,422297  53,911037
Spezifitat (%) 73,469388 61,107498  85,831278
Akkuranz (%) 59,493671

Tab. 8: Sensitivitat und Spezifitat fiur S-100B

Krankheit
Krankheit + -
Test + 19 36 55
Test - 11 13 24
30 49 79

95% ClI
Sensitivitat (%) 63,333333 46,088963 80,577703
Spezifitat (%) 26,530612 14,168722 38,892502
Akkuranz (%) 40,506329
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3.6. Patienten ohne Tumorlast

Zur Beurteilung der falsch positiven® Werte der Serummarker wurden die Falle
betrachtet bei denen innerhalb eines bestimmten Zeitraumes keine
Tumorprogression nachweisbar war. Ein Kollektiv von 49 Patienten erflllte die
vorgegebenen Kriterien (s. Material und Methoden)

Beschreibung der 49 Patienten:

*  m/w=19/30

Alter: zwischen 12 und 85 Jahren (im Durchschnitt 56 Jahre)

TU-Stadien bei Blutentnahme:

o 23 in Stadium |
o 13 in Stadium |l
o 11 in Stadium Il
o 2 in Stadium IV

. Dauer seit der Erstdiagnose bis zum Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchung mit
divergierenden Tumormarkerbefunden: zwischen 1 Monat und 7 Jahren und 7
Monaten (im Durchschnitt 2 Jahre und 3 Monate)

. Therapien: Bei allen Patienten erfolgte eine primare operative Resektion wobei
bei einem Patienten zuvor eine PE-Entnahme erfolgt war und bei einem Patienten
eine elektrokaustische Abtragung erfolgt war.

. Nebenbefunde (Neoplasien, Hauterkrankungen, Schwangerschaft):

o 2 Patienten mit Zweitmelanomen

o 1 Patient mit Nierenzellkarzinom

o 1 Patient mit B-Zell-Leukamie

o 1 Pat. mit Mammakarzinom

o 2 Pat. mit Vitiligo, 1 Pat. mit Psoriasis

o 2 Pat. in der Schwangerschaft

. MIA (ng/ml):

Mittelwert + Standardabweichung (SA) bei alle Patienten: 8,30 * 3,27
erhohte Werte: 12,04 - 16,59; Mittelwert + SA: 13,22 £ 1,21

. S-100B (pg/ml):

Mittelwert + SA bei allen Patienten: 156,03 £ 86,55
erhdéhte Werte 2002-2003: 150,10 - 508,00; Mittelwert + SA: 182,19 + 68,60
erhéhte Werte 2004: 121,0 - 375,0; Mittelwert + SA: 200,45 £ 85,56
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Abbildung 11: S-100B-Verlaufe von 49 Patienten ohne Tumorlast

S-100B-Verlaufe Patienten ohne Tumorlast
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Abbildung 12: MIA-Verlaufe von 49 Patienten ohne Tumorlast

MIA-Verlaufe Patienten ohne Tumorlast
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3.7. Patienten mit Tumorlast

30 Patienten erflllten die Kriterien flr eine Vergleichsgruppe mit dokumentierter
Tumorlast, definiert als Metastasierung bzw. Tumorrezidiv zum Zeitpunkt der
Blutentnahme oder im weiteren Verlauf der Tumornachsorge.

Beschreibung der 30 Patienten:

*  m/w=16/14

Alter: zwischen 35 und 89 Jahren (im Durchschnitt 63 Jahre)

TU-Stadien bei Blutentnahme:

o 0 in Stadium |
o 2 in Stadium |l
o 3 in Stadium Il
o 23 in Stadium IV

. Dauer seit der Erstdiagnose bis zum Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchung mit
divergierenden Tumormarkerbefunden: zwischen 1 Monat und 13 Jahren und 8
Monaten (im Durchschnitt 4 Jahre und 2 Monate)

. Therapien: Bei allen Patienten erfolgte eine primare operative Resektion.

Nebenbefundliche Hauterkrankungen/Neoplasien:

o 1 Pat. mit progredienter Vitiligo

o 1 Pat. mit Prostata-Ca

o 1 Pat. mit Mamma-Ca

o 1 Pat. mit Colon-Ca, 1 Pat. mit Rektumadenom mit Neoplasie

* MiIA:

Mittelwert + Standardabweichung (SA) bei allen Patienten: 11,45 + 7,59
erhéhte Werte: 12,45 - 42,18; Mittelwert + SA: 18,69 + 9,27

« S-100B:

Mittelwert + SA bei allen Patienten: 172,55 £ 143,64
erhéhte Werte 2002-2003:150 - 695; Mittelwert + SA: 277,29 £ 174,47
erhéhte Werte 2004: 123 - 316; Mittelwert + SA: 165,13 + 58,33
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Abb. 13: S-100B-Verlaufe von 30 Patienten mit Tumorlast

S-100B-Verlaufe Patienten mit Tumorlast
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3.8. Auswahl von Tumormarker-Verlaufen einzelner

Patienten

Abb. 15: Patient 1 mit S-100B peak (Stadium 1)

Verlauf Patient 1
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weitere Angaben zu Patient 1: NMM, ED 07/99, TD 1,5mm, CL 3, pT2NOMO,
Therapie: PE, NE, SLND

Abb. 16: Patient 2 mit im Verlauf erhohten S-100B Werten (Stadium I)
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Verlauf Patient 2
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Weitere Angaben zu Pat. 2: 2 SSM, ED 03/04 2000, TD 0,7/0,9mm, CL 3/3,
pT1NOMO/pT2NOMO, Therapie jeweils Primarexzision und Nachexzision

Abb. 17: Patient 3 mit Abfall der erhdhten S-100B-Werte nach Anderung der
MefRmethode 2004 (Stadium I)
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Weitere Angaben zu Pat. 3: SSM, ED 01/97, TD 0,8mm, CL3, pT2NOMO, Therapie:
PE, NE

41



Abb. 18: Patient 4 mit erhohten MIA-Werten (Stadium I)

Verlauf Patient 4
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Weitere Angaben zu Pat. 4: NMM ED 11/02, TD 1,3mm, CL 3, pT2NOMO, Therapie:
PE, NE, SLND (-)

Abb. 19: Patient 5 mit konstant erhohten S-100B-Werten (Stadium lil)

Verlauf Patient 5
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Weitere Angaben zu Pat.5: SSM, ED 12/03, TD 0,4mm, CL2, pT1NOMO, Therapie:
PE,NE; 8.SSW bei letzter Blutenthahme
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Abb. 20: Patient 6 mit mehrfachen S-100B-Erh6hungen (Stadium I)
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Weitere Angaben zu Pat.6: SSM, ED 08/00, TD 1,8mm, CL IV, pT3NOMO, Therapie:

Probeexzision, Primarexzision, Nachexzision, SLND, IFN
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4. Diskussion

Ziel der Bestimmung von Tumormarkern ist die Optimierung der Tumornachsorge
zusammen mit weiteren diagnostischen Methoden (Sonographie, CT, PET, MRT).
Aufgrund der ungunstigen Prognose bei fortgeschrittenem malignem Melanom ist
eine frihzeitige Detektierung einer Tumorprogression fiur die Patienten relevant.
Andererseits mul} eine Indikations-Abwagung aufwandiger diagnostischer Methoden
aufgrund eines einzelnen erhdhten Serumwertes erfolgen.

Im Folgenden wird zunachst die klinische Wertigkeit von S-100B und MIA als
Tumormarker in der Melanomnachsorge diskutiert. Dartiberhinaus werden Ursachen
fur eine mogliche ,Falsch-Positivitat® erortert. Abschlielend erfolgt eine

Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit.

4.1. Ursachen fur Variabilitat der Tumormarker

Eine zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung nicht erkannte Progression und somit
eine ,richtig positive Erhdhung“ der Tumormarker ist als Ursache nicht vollstandig
auszuschliel3en, sollte jedoch aufgrund der Verlaufsbeobachtung minimiert werden.
Neben der Tumorprogredienz kommen weitere Ursachen fur eine

Tumormarkererhéhung in Betracht.

4.1.1. Fehlbestimmung/Fehldokumentation

Eine Fehlbestimmung oder Fehldokumentation in den in dieser Arbeit verwendeten
Computer-Tabellen Iasst sich in der Retrospektive nicht mehr nachvollziehen.

Auffallend war eine Gruppe von 6 Fallen, in denen es zu einem Abfall der S-100B-
Werte nach der Anderung der Bestimmungsmethode (ab dem Jahr 2004) in den
Normbereich (s. Material und Methoden 2.1./2.2.) kam. Dies sprache fur eine

Verbesserung der Spezifitat der neueren Nachweismethode.
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4.1.2. Robustheit der Testmethoden

Auch die Robustheit der Tests fur MIA und S-100B ist zu bericksichtigen, in dem
Sinne ob eine Beeinflussung durch aullere Faktoren wie Lagerung, Temperatur und
Alter der Proben eine Rolle spielen.

Die Stabilitat von S-100B und MIA in Vollblut und Serumproben nach Entnahme und
bei der Lagerung wurde in einer Studie untersucht. Es zeigte sich ein statistisch
signifikanter Anstieg der S-100B-Werte nach Lagerung bei Raumtemperatur tUber 3
Stunden, daher wurde eine Abtrennung des Serums und sofortiges Einfrieren der
Blutproben nach der Blutentnahme fur die S-100B-Proben postuliert. MIA erwies sich
als stabiler, daher kdnne die MIA-Proben mindestens 3 Stunden bei Raumtemperatur
gelagert werden (Djukanovic et al, 2001).

Eine Multizentrische Studie Uber das Nachweisverfahren von S-100B mittels Elecsys
S100, einem elektrochemischen photometrischen Immunadsoprtionstest bestatigte
den Test als geeignetes Verfahren in der Tumornachsorge und der Therapiekontrolle

von Melanompatienten (Alber et al, 2005).

4 .1.3. Grenzwerte

In dieser Arbeit wurden fur MIA 12ng/ml und flr S-100B 150pg/ml (2002-2003) bzw.
120pg/ml (2004) als Grenzwerte festgelegt. Diese begrindeten sich aus den
Testmethoden (s. Material und Methoden) und der klinischen Erfahrung in der
Melanomnachsorge an der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am
Biederstein der Technischen Universitat Minchen.

In der Literatur finden sich - wie in der Tabelle dargestellt - unterschiedliche Cut-Off-
Werte. In der Studie von Schmitz et al, welche die Spezifitdit der Tumormarker
bestatigte, wurde eine Erhéhung der Cut-Off-Grenzen von bisher 6,5ng/ml fur MIA
bzw. 120pg/ml flr S-100B gefordert (Schmitz et al, 2000).

Die Arbeit iber Tumormarker beim Uvea-Melanom von Haritoglou et al aus dem Jahr
2009 legt zwar keine definierten Cut-Off-Werte fur MIA fest, gibt jedoch einen Anhalt
fur Grenzwerte durch die Ermittlung medianer Plasmakonzentrationen von 5,64ng/ml

bei Patienten ohne Metastasen und 13,11ng/ml bei nachgewiesener Metastasierung.
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Tab.9: Zusammenstellung von Cut-Off-Werten in der Literatur

Quelle/Jahr Cut-Of S-1008 - Cut-OftMIA = ollektiv

(pg/ml) (ng/ml)
Bosserhoff et al 1998 6,5 Gesunde Probanden
Djukanovic et al 2000 120 6,5 Melanom alle Stadien
Schmitz et al 2000 120 6,5 Melanom Stadien I-IV
Juergensen et al 2001 = 120 4,5 Melanom Stadien -1V
Tas et al 2004 90 17,4 Melanom alle Stadien
Ugurel 2005 120 8,8 Melanom alle Stadien
Auge et al 2005 200 14 Melanom alle Stadien
Missoten et al 2006 160 14 Uveamelanom
Faries et al 2007 250 8,5 Stadium Il

4.1.4. Expression durch Nicht-Melanomzellen

Neben Melanomzellen werden die verwendeten Marker auch von anderen

Korperzellen exprimiert.

41.4.1. S-100B

S-100B wird - im Gegensatz zu S-100A - nur von Nervenzellen, Knorpelzellen,
Fettzellen und melanozytaren Zellen exprimiert. Daher kam S-100B als Indikator
eines akuten Hirnschadens zum Einsatz, bevor eine Beschreibung als
Melanommarker erfolgte (Ugurel, 2005). Weitere Ursachen fir eine S-100B-
Erhdhung neben der Melanomprogression kdnnen ZNS-Schadigungen, Gliome oder
Histiozytome, Schadigung der Leber- und Nierenfunktion sein (Ugurel 2005). Auch
bei Patienten mit gastrointestinalen Karzinomen, insbesondere in fortgeschrittenen
Stadien, konnten erhdhte Serumwerte flr S-100B - wie auch fur MIA - gemessen

werden (Wagner et al, 2000).

4.1.4.2. MIA
Fur MIA ist eine Expression durch Knorpelzellen beschrieben. Basierend auf dieser
Expression durch Chrondrozyten wurde MIA auch als moéglicher Serummarker fur

rheumatoide Erkrankungen mit Gelenkentziindungen und/oder Gelenkdestruktionen
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untersucht (Muller-Ladner et al 1999). Eine signifikante Erhdhung war nur bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis, in Assoziation zum Rheumafaktor, nachweisbar.
Als Marker fur die Gelenkdestruktion bei Patienten mit rheumatoider Arthritis hat sich
MIA jedoch im klinischen Alltag nicht etabliert.

Neben dem Nachweis im Serum konnte MIA auch in situ in fortgeschrittenen
Mammakarzinom-Praparaten nachgewiesen werden, im Gegensatz zu Praparaten
von Basaliomen oder Schleimhautkarzinomen (Bosserhoff et al 1999).
Daruberhinaus erfolgte ein Nachweis in Tumorgewebe von Chrondrosarkomen, und
seltener von Adenokarzinomen, u. a. Mammakarzinomen und Kolonkarzinomen
(Bosserhoff und Buettner, 2002).

Eine Studie von Hau et al (2002) zeigte die Expression von MIA durch

unterschiedliche Malignome von neuroektodermalem Ursprung.

4.1.5. Weitere Ursachen fur Variabilitat der Tumormarker

Patienten mit habitueller Erhéhung von S-100B bzw. einem fehlenden Anstieg der S-
100B-Werte auch bei nachweislicher Metastasierung wurden beschrieben. Bei
Kleinkindern wurden deutlich erhdéhte Serumkonzentrationen gefunden woraus sich
ein erhohter Normbereich und Schwellenwert fur diese Altersgruppe ergibt (Ugurel
2005).

Auch eine Abhangigkeit der S-100B-Serumwerte von der ethnischen Zugehdrigkeit
wurde beschrieben, wobei Asiaten und Afroamerikaner gegenutber Kaukasiern
erhdhte Serum-Mittelwerte von S-100B aufwiesen (Abdesselam et al, 2003).
Weiterhin wurde in einer Studie gezeigt, dass S-100B nicht als verlasslicher
Serummarker in Betracht gezogen werden kann wenn die Immunhistochemie des

Primartumorpraparates nicht stark positiv war (Banfalvi et al, 2003).

Bei Kindern bis 17 Jahren und Schwangeren ab der 38.SSW waren signifikante
Erhdhungen von MIA im Serum nachweisbar a. e. aufgrund der Chrondrozyten-
expression (Bosserhoff, Kister, Hein 2004), so dass die Bestimmung von MIA in der
Spatschwangerschaft, sowie bei Kindern und Jugendlichen bis zu 17 Jahren
hinsichtlich einer eventuellen Melanomdiagnostik nicht hilfreich ist.

Fur Pankreastumorzellen ist eine erhdohte MIA-Expression beschrieben welche

madglicherweise die Invasivitat der Tumorzellen reflektiert (El Fitori et al 2005).
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In einer Studie aus dem Jahr 2000 wurden MIA und S-100B im Serum von Patienten
mit  gastrointestinalen  Tumoren (kolorektales Karzinom, Magenkarzinom,
hepatozellulares Karzinom, cholangiozellulares Karzinom und Gallenblasenkarzinom)
untersucht. Hier zeigten sich variabel positive Werte bei Patienten in

fortgeschrittenen Tumorstadien (Wagner et al, 2000).

4.2. Sind S-100B und MIA geeignet als Tumormarker

des Malignen Melanoms?

In mehreren grundlegenden Untersuchungen erwiesen sich MIA und S-100B als
verlassliche Tumormarker in der Therapielberwachung und Detektierung einer
Progression bei Melanompatienten. In einer beispielhaften Studie lagen die Raten fur
Jfalsch positive* und ,falsch negative® Markerbefunde fur S-100B jeweils bei 20%,

MIA war in 8% ,falsch positiv‘ und in 32% ,falsch negativ* (Djukanovic et al, 2000).

4.2.1. S-100B

In einer Studie aus dem Jahr 1996 an Melanom Patienten der Stadien I-1ll konnte die
prognostische Relevanz von S-100B, gemessen im Serum der Patienten
nachgewiesen werden. Die Datenlage legte einen Einsatz in der Uberwachung des
Therapieansprechens und der Identifikation von Hochrisiko-Fallen nahe (v. Schoultz
et al, 1996).

Die Serumwerte von S-100B zeigten eine deutliche Korrelation mit dem
Tumorstadium. So fanden sich bei Patienten im Stadium | und Il nur in 15% erhdhte
Werte, wahrend 60-85% der Stadium IV Patienten erhdhte S-100B Werte aufwiesen.
Im Stadium Il (regionaler Lymphknotenbefall) variierten die beobachteten Werte
stark. Zwischen 10 und 50% der Stadium Il Patienten zeigten erhdohte Werte.
(Schmitz et al, 2000).

Eine extensive Folgestudie mit Uber 1,000 malignen Hautmelanom-Patienten

bestatigte die Korrelation zwischen Tumorstadium und Erhéhung der S-100B-Werte,
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insbesondere die starke Erh6hung bei Patienten im Stadium Ill und IV (Martenson et
al, 2001).

Unterstitzt wurde der Einsatz von S-100B im Serum als Marker fur die
Tumorprogression fortgeschrittener Melanome und die Therapietberwachung durch
weitere Studien (Henze et al 1997, Hauschild et al, 04/1999, Hauschild et al
06/1999). In einer dieser Untersuchungen war das krankheitsfreie Intervall bei
niedrigen S-100B Werten 26,2 Monate langer im Vergleich zu Patienten mit erhdhten
S-100B Werten. Patienten mit niedrigen S-100B Werten Uberlebten nahezu 30
Monate langer (Hauschild et al, 1999).

Patienten mit initial hohen S-100B-Werten hatten einen ungunstigeren Verlauf der
Melanomerkrankung und weniger Remissionen als Patienten mit initial niedrigen S-
100B-Werten (Jury et al, 2000).

Im Vergleich mit 5-S-Cysteinyldopa und LDH bei Melanompatienten der Stadien Ili
und IV zeigte S-100B eine hohere Spezifitdt und Sensitivitat gegenltber LDH sowie
eine vergleichbare Sensitivitdt und héhere Spezifitdt gegenuber 5-S-Cysteinyldopa
(Banfalvi et al, 2002).

Bei Patienten in Stadium IV unter Therapie (Temozolomid, kombinierte Zytokin-
Immunotherapie) liel} sich die prognostische Relevanz der S-100B-Werte bezuglich
der Uberlebensdauer (langere Uberlebensdauer bei normalen S-100B-Serumwerten)
ebenfalls belegen. Patienten mit normalen S-100B-Serumwerten konnte ein
verlangertes Uberleben vorhergesagt werden (Smit et al, 2005).

S-100B als Serummarker wurde u.a. auch in Zusammenhang mit der
Sentinellymphknoten-Biopsie untersucht (Smit et al, 2005). Es fand sich keine
Aussagefahigkeit Uber den Befall des Sentinel-LK anhand der S-100B-Werte vor der
Biopsie. Ein Anstieg der S-100B-Werte war jedoch spezifisch fur ein Melanomrezidiv.
S-100B konnte als guter Indikator der Tumorlast zur Rezidivfriherkennung
tumorfreier Patienten sowie dem Therapiemonitoring und der Verlaufsbeurteilung bei

metastasierten Melanomen bestatigt werden (Ugurel 2005).
Zusammenfassend besteht aufgrund der Ergebnisse zahlreicher Studien kein Zweifel

an der Kklinischen Relevanz von S-100B als Tumormarker, wobei allerdings

Einschrankungen hinsichtlich der Spezifitdt und Sensitivitat zu berticksichtigen sind.
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4.2.2. MIA

Als neuer Melanom-Tumormarker im Serum wurde MIA 1997 beschrieben
(Bosserhoff et al). Mittels ELISA erfolgte die Bestimmung aus dem Serum von
Melanompatienten, wobei MIA bei 100% der Stadium-IV-Patienten nachweisbar war.
Auch in der Verlaufsbeobachtung konnte bei 15 von 32 Patienten mit erhdhten MIA-
Werten in der Tumornachsorge eine Metastasierung nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu fand sich in der Verlaufsbeobachtung Uber 6-12 Monate kein
Hinweis auf eine Metastasierung in der Gruppe der Patienten mit normalen MIA-
Serumwerten. Im Vergleich zu S-100B und dem |8slichen interzellularen
Adhasionsmolekul 1 erwies sich MIA als sensitiver. Somit war MIA als Tumormarker
einsetzbar im Staging, der Nachsorge und dem Therapie-Monitoring des Malignen
Melanoms.

Weitere Studien (Stahlecker et al, 2000, Bosserhoff et al 2001) bestatigten MIA als
einen geeigneten Tumormarker fur die Detektierung von Metastasen, die
Verlausbeobachtung und Therapieuberwachung des Malignen Melanoms,
insbesondere auch des Uvea-Melanoms (Reiniger et al 2005, Haritoglou et al 2009).
Nicht alle Melanomformen scheinen indes in gleichem Male zur Erhéhung der MIA-
Werte im Serum beizutragen: signifikant unterschiedliche Werte fanden sich z.B. bei
klassisch-nodularen Hautmelanomen im Vergleich zu akral-lentigindsen Melanomen
(Auge et al, 2005).

Durch die bisherigen Studien hatten sich 2005 beide Marker zusammen mit LDH in
der klinischen Kontrolle des Krankheitsverlaufs und des Therapieerfolgs sowie der
prognostischen Beurteilung fernmetastasierter Tumorstadien etabliert. In der
Primardiagnostik des Malignen Melanoms oder dem Melanom-Screening konnten sie

nicht eingesetzt werden (Ugurel, 2005).

Eine Studie aus dem Jahr 2008 untersuchte die MIA-Serumwerte bei
Melanompatienten mit und ohne positiven Befall des Sentinellymphknotens im
Vergleich zu zwei  Kontrollgruppen mit  dysplastischen  Navi  bzw.
Basalzellkarzinomen. Es zeigte sich eine signifikante Erhdhung von MIA in der
Gruppe der Patienten mit positivem Sentinellymphknoten und im Vergleich zu den
Klassifikationen nach Clark und Breslow eine Uberlegene prognostische Methode zur

Beurteilung des Sentinellymphknotenbefalls (Vucetic et al 2008).
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4.3. Vergleiche zu weiteren Markern/Testmethoden in der

Melanomnachsorge

In einem Vergleich von Tumormarkern bei Patienten mit Malignem Melanom im
Stadium IV von 1999 erwiesen sich MIA, S-100B und die Laktatdehydrogenase
(LDH) als Serummarker der Tumorprogression, wobei die LDH der einzige statistisch
signfikante Marker der Tumorprogression war (Deichmann et al 1999).

Im direkten Vergleich zwischen einem Multimarker RT-PCR Ansatz fur Tyrosinase,
Melan-A, MAGE-3, gp100 und p97 und der Bestimmung von S-100B bei Stadium Il
und IV Patienten war die Bestimmung von S-100B die sensitivere Methode zur
Entdeckung von metastasierenden Tumoren (Berking et al, 1999).

Als weitere Tumormarker flir das Melanom wurde die L-Dopa/L-Tyrosin-Ratio
untersucht (Stoitchkov et al, 2002). Wie flir S-100B konnte eine Korrelation der L-
Dopal/L-Tyrosin-Ratio mit der Tumorprogression nachgewiesen werden.

Eine im Jahr 2001 veroffentlichte Studie zum Vergleich von Tumormarkern des
Malignen Melanoms zeigte eine Uberlegenheit von S-100B gegeniiber MIA, LDH und
Albumin bei Patienten mit neu-aufgetretenen Metastasen (Krahn et al, 2001).
Bezuglich der Detektion des Ansprechens auf eine Therapie konnte in einer Studie
von Deichmann et al keine Uberlegenheit von S-100B und MIA gegeniiber LDH und
CRP gezeigt werden. Das C-reaktive Protein erwies sich in dieser Studie als der
relevanteste Tumormarker (Deichmann et al, 2001).

Eine im Jahr 2003 veroffentlichte Studie in der Nachsorge von Melanompatienten im
Stadium Il und 1l verglich die diagnostische Wertigkeit und prognostische Signifikanz
von MIA, S-100B, LDH, Albumin und Tyrosinase/MART-1 Reverse-Transkriptase
PCR (RT-PCR). Es zeigte sich eine hdohere Sensitivitat, Spezifitdat und diagnostische
Genauigkeit von MIA und S-100B gegenuber LDH, Albumin und RT-PCR (Garbe et
all 2003).

Der Vergleich von S-100B-Serumwerten mit 18F-FDG-PET-Untersuchungen und

klinischen Daten bestatigte S-100B als nutzvollen Marker zur Detektion von

Fernmetastasen, wobei die PET-Untersuchung bezlglich des Lymphknotenstagings

uberlegen war (Reinhardt et al, 2002).

In einer Studie bezuglich der prognostischen Relevanz bei Metastasierung bei

Patienten mit Uvea-Melanom von MIA und S-100B mit Leberfunktionsmarkern wie
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LDH, AP, GOT, GPT, GGT konnte keine prognostische Relevanz fur MIA und S-
100B nachgewiesen werden (Missotten et al, 2007). Eine andere opthalmologische
Studie, welche die Marker Osteopontin (OPN) und MIA untersuchte, zeigte eine
signifikante Erhdéhung beider Marker in metastasierten Tumorstadien und somit
Verwendung als Tumormarker beim Uvea-Melanom (Haritoglou et al, 2009).

Eine weitere Vergleichsstudie der Marker S-100B, MIA LDH und L-DOPA/Tyrosin-
Ratio in der Verlaufsbeurteilung von Melanompatienten (Stadium I-IV) erbrachte
Hinweise auf eine nitzliche Kombination von L-DOPA/Tyrosin-Ratio mit S-100B in
der Melanomnachsorge. Alle Marker zeigten eine prognostische Relevanz bei weit
fortgeschrittenen Tumorstadien. MIA und S-100B erwiesen sich als beste
prognostische Faktoren der Uberlebenszeit (Garnier et al 2007).

In einem Vergleich der Serummarker MIA, S-100, LDH und Tyrosinase durch Lugovic
et al (2007) fanden sich in aller Tumorstadien keine statistisch signifikanten
Unterschiede, woraus gefolgert wurde, Serummarker hatten keine prognostische
Relevanz bezuglich einer Progression des Malignen Melanoms.

Ebenfalls im Jahr 2007 wurden die Tumormarker S-100B und MIA sowie dem TA90-
Immunkomplex (TA90-IC) bei Patienten mit Malignem Melanom im Stadium |lI
verglichen. Es fand sich eine komplementare Erhéhung von MIA und TA90-IC bei

Patienten vor einer Tumorprogression (Faries et al, 2007).

Eine Langzeit-Studie aus dem Jahr 2008 verglich die prognostische Aussagekraft der
Serummarker S-100B und LDH bei Patienten mit malignem Melanom im Stadium IV.
S-100B erwies sich als aussagekraftiger Faktor bei der Prognose des Gesamt- und
Langzeitiiberlebens und zeigte eine Uberlegenheit gegeniiber der LDH (Egberts et
al, 2008). In einer prospektiven Studie mit Hochrisiko-Melanompatienten konnte flr
S-100B eine hohe Spezifitat mit geringerer Sensitivitat fir die Detektion friher
Fernmetastasierung gezeigt werden. Eine lokoregionare Metastasierung mit geringer
Tumorlast konnte weder durch S-100B noch durch LDH detektiert werden (Egberts et
al, 2009).

52



4.4. Aussagen uber Sensitivitat und Spezifitat

Eine hdhere Sensitivitat von MIA und somit Einsetzbarkeit als prognostischer Marker
im Vergleich zu S-100B wurde von Tas et al (2004) beschrieben Hierzu hatten die
Autoren Serumuntersuchungen bei Patienten mit Malignem Melanom in den Stadien
[-1V durchgeflhrt.

Die Anwendung beider Tumormarker (S-100B und MIA) gleichzeitig wurde 2005 in
einer Studie von Auge et al untersucht. Es fand sich eine erhdhte Sensitivitat (69,8%)
bei gleichbleibender Spezifitat (96.8%) durch die Kombination der beiden Marker. Fir
MIA zeigte sich eine Korrelation zum Wachstumstyp mit héheren Werten bei
Patienten mit nodularem MM als bei Patienten mit akrolentiginosem MM. S-100B
dagegen zeigte statistisch signifikant hohere Werte und eine hdhere Sensitivitat in
Korrelation zum Metastasierungsmuster mit hochsten Werten bei Hirnmetastasen

und niedrigsten bei Lungenmetastasen (Auge et al 2005).

Sensitivitats- und Spezifitatsuntersuchungen von S-100B und MIA im Rahmen einer
prospektiven Studie bei primar nicht-metastasierten Melanompatienten mit einer
Tumordicke nach Breslow >0,75mm ergaben eine hohere Sensitivitat und Spezifitat
von S-100B gegenuber MIA bezlglich der Metastasen-Detektion in dieser Gruppe
(Loppin et al, 2007).

Fir fortgeschrittene Tumorstadien Ill und IV wurde die Eignung als Tumormaker von
Juergensen et al bestatigt, wobei MIA gegentber S-100B eine gering hdhere

Spezifitat und Sensitivitat zeigte (Juergensen et al, 2000).
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der Fragestellung wurden in dieser Arbeit zunachst mogliche ,falsch-
positive® Werte von S-100B und MIA aus dem Patientenkollektiv der
Melanomnachsorge ermittelt. Es fanden sich deutlich mehr Falle mit ,falsch positiver*
Erhéhung von S-100B (36 von 49 Patienten) als von MIA (13 von 49 Patienten).

In der Gruppe der Patienten ohne Tumorlast waren der MIA-Mittelwert niedriger und
die Standardabweichung geringer im Vergleich zur Gruppe mit Tumorlast (s. 3.6.). Im
untersuchten Kollektiv lag die Spezifitat fur MIA bei 73%, fur S-100B bei 26%. Die
Sensitivitat fur MIA bei 36% und fur S-100B bei 63%.

In der Tumornachsorge erscheint ein einzelner Tumormarker-Wert aufgrund der
mdglichen Ursachen einer Erhdéhnung im ,falsch-positiven® Sinne erst in der
Verlaufsbeobachtung aussagekraftig. Daher wurden die einzelnen punktuellen Werte
in den Zusammenhang mit den weiteren erhobenen Verlaufswerten gebracht um
eine Aussage Uber den Verlauf - und somit die Bedeutung des einzelnen Wertes -
treffen zu kdnnen. Es fanden sich Verlaufe, bei denen sich ein einzelner Peak fur S-
100B ergab mit gleichzeitiger Konstanz der MIA-Werte (s. 3.8. Pat.1). Andere
Verlaufe zeigten mehrfache peaks bzw. temporar erhéhte Werte von S-100B, die im
Verlauf wieder in den Normbereich abfielen (s. 3.8., Pat. 2, Pat.6). Ursachlich kénnen
- bei fehlendem Hinweis auf Tumorprogression - die oben angeflhrten Grinde flr
Variabilitat der Tumormarker sein.

Daruberhinaus fanden sich die unter 4.1.1. beschriebenen Verlaufe mit Abfall der
erhdhten S-100B-Werte nach Anderung der Nachweismethode 2004 (s. 3.8., Pat. 3,).
Andere Patientenverlaufskurven wiederum zeigten eine konstante Erhdhung eines
der beiden Tumormarker Uber den jeweiligen Beobachtungszeitraum (s. 3.8., Pat. 4,
Pat. 5,). Auch bei diesen Patienten bestand eine klinische Tumorfreiheit, so dass
mdglicherweise eine konstitutionell-bedingte bzw. nicht-Melanom-assoziierte
Erhdhung anzunehmen ist.

Diese exemplarischen Beobachtungen sprechen dafir, dass zum einen erst in der
Verlaufsbeobachtung zum anderen in der Betrachtung des jeweils anderen
Tumormarkers zum selben Zeitpunkt der Bestimmung eine prognostisch relevante
Aussage getroffen werden kann. Dabei finden sich fur beide Marker sowohl ,falsch-

positive“(in dieser Arbeit haufiger fir S-100B), als auch ,falsch-negative“ Werte.

54



Zusammenfassend lassen sich die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten
dahingehend interpretieren, dass die kombinierte Bestimmung der beiden
Tumormarker S-100B und MIA bei jeder Serumkontrolle in der Tumornachsorge des

Malignen Melanoms den besten prognostischen Nutzen flr den Patienten beinhaltet.
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VERGLEICH DES VERHALTENS DER TUMORMARKER
S-100B UND MIA BEI PATIENTEN MIT MALIGNEM
MELANOM IN ABHANGIGKEIT VON DER TUMORLAST

Einleitung: Die Serummarker S-100B und MIA gelten als prognostisch signifikante Melanom-Marker. Hinsichtlich der Definition als
Tumormarker ist gleichsinniges Verhalten zu erwarten, d.h. Anstieg bei einer Tumor-Progression (,richtig positiv‘) bzw. im Falle
ausbleibender Tumorprogression fehlender Anstieg des Markers (,richtig negativ). Da in der klinischen Verlaufsbeobachtung im Rahmen
der Tumornachsorge der Eindruck entstanden war, die S-100B-Werte zeigten haufiger ein ,falsch-positives* verhalten als die MIA-Werte,
erfolgte eine Datenauswertung aller Patienten in der Melanom-Nachsorge an der Klinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein

der TU Miinchen in den Jahren 2002-2004.

794 Patienten

(3170 Proben)
Material und Methoden: Es wurden 3170 300% .
Blutproben von 794 Patienten mit malignem — _ "1 eMIA
Melanom von 2002-2004 ausgewertet. Als el | (T u S100B
Grenzwerte (Cut-off) wurden fir MIA 12 ng/ — i'_|, — Werten 200% _"
ml, fir S-100B 150 pg/ml (fiir 2002 und [ feienenmit | soPaienencme | -
2003) bzw. 120 pg/ml (fur 2004) festgelegt. o osans? * i

. erdac % 0002240049  puppeinnEENERRERT 00000 0200
Es sollten mindestens 4 Verlaufswerte o U 100% P e . A
i i i i s o CRCR
|nperhalb eines Jah_res dok_umentlert sein. ——=— .__...—' See * &% “%»w’ M RIS
Hieraus ergaben sich zwei Gruppen mit Progression 0% J®
divergierenden Werten der Tumormarker, Abb.1: 0 10 20 30 0 50
eine mit ,tumorfreien” Patienten (n=49) eine Datenauswahl nach DR i
. P . Korrelation der ere e Patient

mit , Tumorlast® (n=30). In Korrelation zur \yorie fiir S-100B

Tumorlast wurden so die ,falsch positiven*
bzw. die ,falsch negativen* Werte fur
S-100B und MIA ermittelt.

Ergebnisse: Insgesamt zeigte sich fir beide
Gruppen haufiger die Konstellation eines
erhohten S-100B-Wertes bei gleichzeitig
fehlender MIA-Erhéhung (69,6%). Bei den
tumorfreien Pat. (,falsch positiv‘) war in
73,5% S-100B erhoht

Fir S-100B ergab sich eine Spezifitdt von
26,5% bei einer Sensitivitat von 63,3%.

Fir MIA zeigte sich eine Spezifitat von 73,5%
bei einer Sensitivitat von 36,7%.

In den zeitlichen Verlaufen der Tumor-marker
fand sich in der Gruppe der tumorfreien
Patienten (MW = 8,30 + 3,30 ng/ml) eine
geringere Schwankungsbreite der MIA-Werte
als in der Gruppe der Patienten mit Tumorlast
(MW =11,45+ 7,59 ng/ml) . Auch im Vergleich
zu den S-100B-Werte zeigte sich im
zeitlichen Verlauf eine geringere
Schwankungsbreite der MIA-Werte (s.
Graphiken)

49 Patienten mit

definierten Kriterien

(Institut fur klinische
Chemie, Klinikum R.d.l., und MIA (Klinik und
Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie am
Biederstein der TU Munchen).

Abb. 2 Darstellung der Tumormarkerwerte in Relation

zum jeweiligen Cut-off-Wert in der Gruppe der Patienten

ohne Tumorlast

$-100B Patienten ohne Tumorlast

$-100B

Zeit (Monate)

S$-100B Patienten mit Tumorlast

S-100B

Zeit (Monate)

MIA Patienten ohne Tumorlast

Zeit (Monate)

MIA Patienten mit Tumorlast

Zeit (Monate)
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30 30 & 3

Bei der Betrachtung der Tumormarker- 24 —MIA |+ 300 oa = 300
verlaufe fanden sich bei einzelnen — S-1008 @ E

. Lo : < 18 + 200 S <18 F 4 2008
Patienten unterschiedliche Konstellationen, = > = - =

. . . . . 12 ! £ :
beispielsweise zeigten einige einen Peak, 1 400 @ bl 100"
andere eine konstante oder intermittierende 6 i 6 —
Erhéhung von S-100B, in 5 Fallen zeigte 0 ' ' et — 0 oF . ! ! ! ! ! 1o
H H _ h > X NS > &3 > > & & & &
sich ein Abfall der S-100B-Werte nach P SO RPN PRSI K P o

Anderung der Nachweismethode ab dem
Jahr 2004.

Datum

Beispiel 1: Pat. mit Abfall von S-100B nach
2004

Beispiel 2: : Patient mit S-100B-peak im
Verlauf

Schluffolgernd ist die Bestimmung beider Serummarker in der Tumornachsorge fiir den Patienten wohl effektiver als die Bestimmung nur eines

Markers., da somit die Rate der ,falsch negativen ,, Werte mdoglichst gering gehalten werden kann. Somit kann fiir den Patienten die bestmdgliche
prognostische Relevanz erzielt werden und die Indikationsstellung fiir Staging-Untersuchungen (z.B. PET) optimiert werden.
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