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Einleitung & Ziel der Arbeit

1 Einleitung & Ziel der Arbeit

Das maligne Melanom gewinnt seit den letzten Jahrzehnten stetig an Bedeutung. Es
ist die Krebsart mit der am schnellsten ansteigenden Inzidenz und schon aktuell
verantwortlich fur die funft- respektive vierthaufigsten bosartigen Tumorerkrankungen
bei Mannern und Frauen in Deutschland (1). Zurlckzufuhren ist dies unter anderem
auf die zunehmende UV-Exposition der Haut, welche insbesondere in jungen Jahren
der grofdte Risikofaktor fur eine spatere Erkrankung ist (2). Verstarkt evoziert wird dies

durch Verhaltensanderungen bei der Freizeitgestaltung sowie den Klimawandel.

Trotz einer 5-Jahres-Uberlebensrate von circa 92% (2) ist das maligne Melanom
aufgrund der hohen Fallzahlen medizinisch hochrelevant. Seine Aggressivitat zeigt
sich in Form einer frihen lymphogenen und hamatogenen Metastasierung, wodurch
sich die Prognose flur betroffene Patienten deutlich verschlechtert. Diese Tatsache
macht insbesondere die individuelle Langzeitprognose mit dem Risiko des Progresses
sowie den Heilungs- und Uberlebenschancen fiir Erkrankte &uRerst relevant.
Zusatzlich beruhen auf dieser die Empfehlungen fur die zu ergreifenden Therapie- und
Nachsorgemallnahmen, welche einen gravierenden Effekt auf den weiteren Verlauf
der Krankheit haben konnen.

Aktuell basieren sowohl die Prognose als auch die Therapie auf der
Tumorklassifikation des American Joint Committee on Cancer (AJCC). Die wichtigsten
Staging-Kriterien sind hierbei die Tumordicke nach Breslow, der Nachweis einer
Ulzeration, der Status des Sentinellymphknotens und das Vorhandensein von
Fernmetastasen. Auch wenn diese Kriterien auf den neusten wissenschaftlichen
Erkenntnissen beruhen, legen mehrere Studien nahe, dass die Aussagekraft, um
prazise Vorhersagen treffen zu kdnnen, begrenzt ist, da die Tumorerkrankungen sich
oft kontrar der Erwartungen entwickeln (3).

Wahrend maligne Melanome mit einer Tumordicke von weniger als 0,75 mm und ohne
weitere Risikofaktoren meist einen harmlosen Verlauf erwarten lassen, versterben
trotzdem immer wieder Patienten auch an geringinvasiven Melanomen. Des Weiteren
stellt eine Tumordicke von mehr als 1 mm ein signifikant erhdhtes Risiko dar, weshalb
man in diesen Fallen als zusatzliches diagnostisches Mittel den elektiven Eingriff einer
Sentinellymphknoten-Biopsie durchfiihrt (4). Der Status des Sentinellymphknotens hat
aufgrund der aktuellen AJCC-Klassifikation sowohl fur die Prognose als auch fur die

zu ergreifenden TherapiemalRnahmen deutliche Konsequenzen. So kann und wird
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Patienten mit einem positiven Sentinel-Status eine adjuvante Therapie angeboten.
Ebenso gibt es eine zugelassene Therapieoption fur Patienten im AJCC Stadium IIB
und IIC mit negativem Sentinelbefund, wahrend es fur Patienten mit einem tumorfreien
Sentinellymphknoten in den frihen Stadien (IA-11A) derzeit kein Angebot fur eine
weitere adjuvante Therapie gibt. FiUr diese Patienten ist eine standardisierte
Nachsorge vorgesehen (5). Es erleiden jedoch trotzdem noch circa 13% der
sentinelnegativen Patienten nach 5 Jahren einen Progress, wahrend etwa die Halfte
der sentinelpositiven Patienten keine weitere Verschlechterung der Erkrankung erfahrt

(6).

So ist sogar trotz hoher Uberlebensraten ein nicht kleiner Teil der Stadium-I-Melanome
verantwortlich fur die Mehrheit der durch Melanome verursachten Todesfalle (7).

Deshalb wird eine erhohte Prazision in der Identifizierung derer Patienten, die einen
Progress oder ein Rezidiv erleiden, angestrebt, um genauere Prognosen stellen zu
konnen. Dies ist essenziell, um jene Patienten zu ermitteln, die von einer adjuvanten
Therapie sowie einer engmaschigeren Nachsorge profitieren wurden. Hierdurch

kénnte eine Ubertherapie oder eine Unterversorgung vermieden werden.

Als neuen Ansatz hierfir hat die Firma Synvie GmbH die 7-Biomarker-Signatur
immunoprint® weiterentwickelt. Aus urspringlich 70 untersuchten Biomarker-
Kandidaten wurde am Melanomgewebe immunhistochemisch eine Kombination von 7

Biomarker gefunden, die eine neue Risikobewertung zulasst (8).

Primares Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Zusammenhange klinischer und
pathologischer Parameter mit dem Sentinellymphknotenstatus sowie die Analyse von
Ergebnissen der 7-Biomarker-Signatur in Bezug auf das rezidiv- und progressfreie
Uberleben und das melanomspezifische Uberleben an einer bisher nicht untersuchten

Melanomkohorte der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz.

Hierfur sollen retrospektiv und monozentrisch die Patienten der Hautklinik der
Universitatsmedizin  Mainz, die aufgrund einer Melanomerkrankung eine
Sentinellymphknoten-Biopsie zwischen 2006 und 2015 erhalten haben, anhand der
Tumordaten bei Erstdiagnose und der 5-Jahres-Follow-up-Daten untersucht werden.
Soweit verfugbar sollen zusatzlich die Primartumore pseudonymisiert einer
immunhistochemischen Untersuchung durch die Firma Synvie GmbH unterzogen

werden, um mit der Biomarker-Signatur einen Risikoscore zu ermitteln.
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Das Bestreben ist, betroffenen Patienten im klinischen Alltag eine verbesserte
Einschatzung der Prognose fur den weiteren Verlauf ihrer Erkrankung zu geben und
individuell geeignete Therapieoptionen zu ermaoglichen.



Literaturdiskussion

2 Literaturdiskussion
2.1 Das maligne Melanom (MM)

Das Melanom ist ein bdsartiger Tumor, der von Melanozyten ausgeht (9). In den
meisten Fallen entsteht diese Tumorerkrankung an der Haut. In seltenen Fallen kann
sie jedoch auch an Schleimhduten, den Meningen und im Auge vorkommen (10).
Wenn Melanin-produzierenden Zellen entarten, konnen sie sich sowohl lymphogen als
auch hamatogen absiedeln. So bilden sich potenziell im Verlauf Metastasen, die
folglich zum Versterben von Betroffenen fihren kénnen (11). Da Melanozyten nicht in
einem Zellverband und ohne Interzellularbriicken proliferieren, kdnnen sie bereits in
frihen Stadien vor allem in die dinnwandigen Lymphgefale eindringen, weshalb das
maligne Melanom als aggressiver Tumor gilt (12). Trotz Fortschritten in der Therapie,
insbesondere durch die Einfihrung von Immuncheckpoint-Inhibitoren und
zielgerichteten Therapien, stellt das metastasierte Melanom nach wie vor eine
erhebliche therapeutische Herausforderung dar (13,14). Die frihzeitige Diagnose und
prazise Stadieneinteilung sind daher von entscheidender Bedeutung fur die Prognose
und die Therapieplanung (5).

2.2 Epidemiologie

2.2.1 Weltweite Inzidenz und Mortalitat

Hautkrebs gehort mit geschatzten 1.5 Millionen neuen Fallen im Jahr 2020 zu den
meistdiagnostizierten Krebsarten weltweit. Fur ungefahr ein Flunftel dieser Falle ist das
maligne Melanom verantwortlich (15). Es ist die tddlichste Form von Hautkrebs (16).

Weltweit werden im Jahr 2020 schatzungsweise 325.000 maligne Melanome neu
diagnostiziert, wahrend 57.000 Erkrankte versterben (15). Es gibt jedoch deutliche
geographische Unterschiede bei der Inzidenz und Mortalitat.

Von dieser Krankheit sind Bewohner des globalen Westens mit europaischen Wurzeln
am haufigsten betroffen (17). Die hochsten Inzidenzraten gibt es in Australien und
Neuseeland mit uber 50 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr, gefolgt
von Westeuropa, Nordamerika und Osteuropa (5,15). Generell sind hellhdutige
Populationen starker betroffen als dunkelhdutige Populationen (18). Die
Mortalitatsraten sind in Landern mit hoher Inzidenz tendenziell ebenfalls hoher, wobei
Fortschritte in der Therapie in den letzten Jahren zu einer Verbesserung der
Uberlebensraten gefiihrt haben (19).



Literaturdiskussion

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence, Both sexes, in 2022
Melanoma of skin

ASR (World) per 100 000

I 5.7-37.0 I Not applicable
I 1.5-5.7 No data
I 06-1.5
03-06 R P

0.0-0.3

International Agenc
All rights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publication do not imply the expression of any opinion whatsoever Cancer TODAY | IARC o Rasaidch 6 Ccas

on the part of the World Health Organization / International Agency for Research on Cancer concerning the legal status of any country, territory, city or area or https://gco.iarc.who.int/today
of its ities, or ing the delimitation of its frontiers or Dotted and dashed lines on maps represent approximate borderlines for which Data version: Globocan 2022 - 08.02.2024

there may not yet be full agreement. ©All Rights Reserved 2024 ‘:%J ) Qo e

Abbildung 1: globale Inzidenzrate malignes Melanom 2022 beider Geschlechter (17)

2.2.2 Inzidenz und Mortalitat in Deutschland

In Deutschland ist das maligne Melanom im Jahr 2020 laut dem Robert-Koch-Institut
die funft- respektive vierthaufigste Krebsneuerkrankung bei Mannern und Frauen in
Deutschland. So erkrankten im Jahr 2020 etwa 23.560 Menschen neu an einem
kutanen Melanom. Die altersstandardisierte Inzidenzrate lag bei knapp 20
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr. Die altersstandardisierte
Mortalitatsrate betrug zwischen 1,4 Todesféllen bei Frauen und 2,5 Todesfallen bei
Mannern pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (1).

2.2.3 Zeitliche Entwicklung der Inzidenzen und Mortalitat

Historisch betrachtet ist das maligne Melanom eine seltenere Erkrankung. Uber die
letzten 70 Jahre hat die Inzidenz jedoch stetig zugenommen (18). Laut Volkenandt war
es zeitweise sogar die Krebsart mit der am schnellsten ansteigenden Inzidenz (19).
Dieser Anstieg wird auf verschiedene Faktoren zurtckgefuhrt, darunter veranderte
Freizeitgewohnheiten mit vermehrter Sonnenexposition, die Nutzung von Solarien und

eine verbesserte Friherkennung (18).

In einigen Landern mit hohen Inzidenzen wie zum Beispiel den USA und Australien
hat sich die Inzidenzrate inzwischen jedoch stabilisiert oder sogar abgenommen.
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Trotzdem nehmen die Inzidenzraten in Schweden und anderen europaischen Landern

weiterhin zu (20).

In Bezug auf Deutschland wurden konkrete Daten hierzu kontinuierlich seit 1970
lediglich im Saarland mit ca. einer Million Einwohner erhoben. So sind Im Zeitraum von
1970 bis 2009 die Inzidenzraten damals jahrlich um ca. 17% gestiegen (5). Seit 1999
hat in ganz Deutschland die Inzidenz ebenfalls deutlich zugenommen. Dabei ist um
2008 ein abrupter Anstieg zu beobachten, was vermutlich auf die Einfuhrung des
Hautkrebsscreenings im Juli 2008 zurlckzufuhren ist (1). Seit 2011 stagniert die
Inzidenz auf diesem erhohten Niveau. Die Sterberaten blieben Uber den beobachteten
Zeitraum relativ konstant, was eine erfolgreiche Kompensation durch Fruherkennung

und neue Therapieoptionen vermuten Iasst.

Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten nach Geschlecht, ICD-10 C43, Deutschland 1999 — 2020/2021
je 100.000 (alter Europastandard)

30

27

24

21 N\ Neuerkrankungsrate:
18 — Frauen — Mainner
15 Sterberate:

12 --- Frauen --- Miénner
9

6

SRS SRS

T T
1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019 2021

Abbildung 2: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten nach Geschlecht, ICD-10 C34, Deutschland
1999-2020/2021 (1)

Weiterhin ist laut Arnold et al. bei gleichbleibender Entwicklung der Inzidenzraten bis
2040 weltweit mit einem Anstieg von 50% bei den Neudiagnosen sowie 68% bei den
Todesfallen zu rechnen (15).

2.3 Risikofaktoren

Die Entstehung des malignen Melanoms ist ein multifaktorieller Prozess, an dem
sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren beteiligt sind (21). Die Kenntnis
dieser Risikofaktoren ist grundlegend fur die Pravention, Friherkennung und somit
auch die Prognose von Betroffenen.
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Externe Risikofaktoren umfassen Umwelt- und Verhaltensfaktoren, die zur
Entwicklung eines Melanoms beitragen konnen. Unter diesen stellt die Exposition mit
ultravioletter Strahlung, primar durch Sonnenlicht, einen bedeutenden modifizierbaren
Risikofaktor dar (22). UV-Strahlung hat das Potenzial, die DNA in Hautzellen zu
schadigen. Diese Schadigung kann Gene beeinflussen, die das Wachstum von
Melanozyten kontrollieren, und so potenziell durch Entartung zur Entstehung von
Melanomen fuhren. Sowohl intermittierende als auch chronische Sonnenexposition
erhohen dabei das Melanom-Risiko. Insbesondere intermittierende Exposition
wahrend der Kindheit und Jugend ist stark mit Melanomen assoziiert (23). Vor allem
Sonnenbrande erhdhen das Risiko, spater im Leben ein Melanom zu entwickeln,
signifikant (24).

Auch kunstliche UV-Strahlungsquellen, wie z. B. Solarien, stellen ein erhebliches
Risiko fur die Entwicklung von Melanomen dar. Eine Meta-Analyse ergab, dass
Personen unter 35 Jahren, die Solarien benutzten, ein um 75 % erhdéhtes Melanom-
Risiko aufwiesen. Die Intensitat der UVA-Strahlung, die von Solarien emittiert wird, ist
oft héher als die des naturlichen Sonnenlichts, was das Risiko weiter erhoht (25).

Neben der UV-Exposition spielen auch individuelle Merkmale eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von Melanomen. Menschen mit heller Hautpigmentierung, hellen
Haaren und Augenfarben haben weniger Melanin, um ihre Haut vor UV-Schaden zu
schitzen, was sie anfalliger fur Melanome macht. Sommersprossen, kleine,
konzentrierte Bereiche von Melanin, sind ebenfalls mit einem erhohten Melanom-
Risiko verbunden (26). Die Anzahl der Muttermale, insbesondere atypischer Navi
(Muttermale mit unregelmafRigen Formen, Farben oder Randern), ist ein weiterer
wichtiger Risikofaktor. Atypische Navi konnen sich selbst in ein Melanom verwandeln
oder auf eine erhohte Anfalligkeit fur die Entwicklung eines Melanoms an anderen
Hautstellen hinweisen (27,28).

Eine familiare Vorbelastung mit Melanomen, insbesondere bei Verwandten ersten
Grades, erhoht ebenfalls das Erkrankungsrisiko. Dies deutet auf eine genetische
Komponente bei der Melanomanfalligkeit hin. Mehrere Gene wurden mit einem
erhohten Melanomrisiko in Verbindung gebracht, darunter zum Beispiel CDKN2A und
MC1R. CDKNZ2A ist ein Tumorsuppressorgen, weshalb Mutationen in diesem Gen mit
einem erhohten Melanom-Risiko verbunden sind, insbesondere in Familien mit einer

Erkrankungshistorie (29). MC1R-Genvarianten sind mit roten Haaren, heller Haut und
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erhohter Empfindlichkeit gegenuber UV-Strahlung assoziiert. Das Melanocortin-1-
Rezeptor-Gen spielt eine Rolle bei der Melaninproduktion, und bestimmte Varianten
dieses Gens konnen die Pigmentierung der Haut beeinflussen und die Anfalligkeit fur
UV-Schaden erhdéhen (27).

Personen mit bereits einem Melanom in ihrer Anamnese haben ein deutlich erhdhtes
Risiko, ein weiteres primares Melanom zu entwickeln. Studien haben gezeigt, dass
etwa 1-8 % der Patienten mit einem Melanom in der Vorgeschichte mehrere primare
Melanome entwickeln (24). Auch andere Hautkrebserkrankungen in der Anamnese,
wie Basalzellkarzinome oder Plattenepithelkarzinome, sind ebenfalls mit einem

erhdhten Melanom-Risiko verbunden (30).

Auch bestimmte Lebensstilfaktoren konnen das Melanom-Risiko beeinflussen. Ein
hoher Alkoholkonsum im Laufe des Lebens wurde als moglicher Risikofaktor
identifiziert (27). Die Korrelation von Alkoholkonsum und Hautkrebs war starker fur
Tumore, die den Rumpf befallen, als den Hals, Nacken oder andere Extremitaten (31).
Menschen mit geschwachtem Immunsystem, z. B. nach einer Organtransplantation

oder bei Erkrankungen wie HIV, haben ebenfalls ein erhdhtes Risiko (27).

SchlieBlich ist zu beachten, dass Melanome haufiger bei Mannern als bei Frauen
auftreten (1). Jedoch Iasst sich bei Frauen unter 40 ein anderer Trend beobachten.
Eine in der Literatur genannte Erklarung ist hierbei die Zunahme einer aus
kosmetischen Griinden erhdhten Sonnenexposition (32).

Generell nimmt die Inzidenz von Melanomen mit dem Alter zu, wobei die hochsten
Raten bei alteren Erwachsenen beobachtet werden. Das durchschnittliche Alter bei
Erstdiagnose betragt 66 Jahre (33).

Es ist wichtig zu betonen, dass das Zusammenspiel verschiedener Risikofaktoren die
Wahrscheinlichkeit einer Melanom-Entwicklung beeinflusst. Personen mit mehreren
Risikofaktoren, wie z. B. heller Haut, vielen atypischen Navi und einer familiaren
Vorbelastung mit Melanomen, sollten besonders auf Sonnenschutz achten und

regelmalige Hautuntersuchungen durchfuhren lassen.

2.4 Diagnostik

Die fruhe Erkennung eines malignen Melanoms ist von hoher Bedeutung. Im besten

Fall kdnnen so insbesondere Entartungen an der Haut in einem Stadium erkannt
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werden, bei dem die Basalmembran noch nicht durchdrungen wurde. In diesem Fall
handelt es sich um ein In-situ-Melanom. Durch eine chirurgische Entfernung mit
ausreichendem Sicherheitsabstand erfahren Betroffene keine Einschrankung in Bezug
auf das GesamtUiberleben sowie auf das krebsspezifische Uberleben (34).

Sobald ein Pigmenttumor neu auftritt, wachst, oder sich farblich verandert, sollte er
deshalb dermatologisch untersucht werden. Die Ugly-Duckling-Regel, zu deutsch die
hassliche Entlein-Regel, orientiert sich an ganzen Korperarealen wie z.B. dem Rucken.
Fallt hierbei ein Pigmentfleck im Vergleich zu den umliegenden wegen seiner Form,
Farbe oder Grofle auf, sollte er genauer untersucht werden (35). Eine erste
Einschatzung erfolgt meist nach der ABCD+E-Regel. Hierbei konnen eine
Asymmetrie, eine unregelmalige Begrenzung, eine uneinheitliche Pigmentierung
(Colorit), ein Durchmesser von mehr als 6mm oder eine Evolution bzw. Entwicklung
(manchmal jedoch auch definiert als Erhabenheit Uber das Hautniveau) erste Hinweise
auf eine maligne Entartung sein (36). Die diagnostische Genauigkeit eines malignen
Melanoms liegt mit bloRem Auge jedoch nur bei 60%. Durch die Verwendung eines
Dermatoskops kann diese um 49% verbessert werden (37,38).

Bei Verdacht auf Malignitat sollte das suspekte Hautareal vollstandig und mit einem
entsprechenden Sicherheitsabstand von ungefahr 2mm chirurgisch exzidiert und
histopathologisch untersucht werden (39). Wird bei der histopathologischen
Untersuchung die Diagnose eines malignen Melanoms gestellt, werden nach
AJCC2017 obligatorisch die maximale vertikale Tumordicke nach Breslow und das
Vorhandensein einer Ulzeration bestimmt. Zuvor wurde nach AJCC 2009 zusatzlich
die Anzahl der Mitosen pro Quadratmillimeter bestimmt. Eine Erhebung des Melanom-
Subtyps anhand der WHO-KIlassifikation sollte zuséatzlich erfolgen (5). Zusatzlich
werden der Clark-Level sowie sonstige Auffalligkeiten untersucht.

Bei histologisch bestatigter Diagnose eines malignen Melanoms ist eine korperliche
Untersuchung vorzunehmen. Hierbei wird nach weiteren verdachtigen pigmentierten
Lasionen, Satellitenfiliae, in-Transit-Metastasen, Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen gesucht. Patienten mit einem pT1a-Melanom haben lediglich ein
niedriges Risiko, weshalb keine weiteren Untersuchungen vorgenommen werden
mussen. In hoheren T-Stadien, ab T1b bis pT4b, stehen Ultraschalluntersuchungen
fur lokoregionare Lymphknoten-Metastasen als Optionen zur Beurteilung der
Tumorausbreitung vor einer Sentinellymphknotenbiopsie zur Verfugung.
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Um festzustellen, ob ein Primartumor bereits Metastasen gebildet hat, sollte ab einer
Tumordicke von 1,0 mm eine Sentinellymphknoten-Biopsie durchgefuhrt werden. Bei
zusatzlichen Risikofaktoren wie einer Ulzeration, einer erhohten Mitoserate oder einem
jungen Lebensalter von weniger als 40 Jahren zum Zeitpunkt der Diagnose ist diese
jedoch schon ab 0,75mm induziert (5).

Neben dem Wachterlymphknoten werden in Abhangigkeit vom klinischen
Tumorstadium noch weitere Korperareale mit Hilfe von bildgebenden Verfahren auf
Metastasen untersucht. Weitere Bildgebende Verfahren wie Magnetresonanzimgaging
(MRI), Positronenemmisiontomographie-Scan (PET-CT) und Computertomographien
(CT) des Hirns sollten jedoch nur bei Patienten mit hohem Risiko, ab pT3b,

angewendet werden.

2.5 Immunoprint®

Immunoprint® ist eine immunhistochemische Biomarker-Signatur, die am
Melanomgewebe durchgefuhrt wird und die speziell fur die Risikostratifizierung von
Patienten mit kutanem Melanom in frihen Stadien entwickelt wurde (8). Der Test nutzt
eine Untersuchung von sieben Biomarkern (Bax, Bcl-X, p-Catenin, CD20, Cox-2,
MTAP, PTEN), um Patienten in eine Hoch- oder Niedrigrisikogruppe bezuglich des
Risikos fur Krankheitsrezidive, Metastasierung und melanomspezifische Mortalitat
einzuteilen  (8,40). Der Assays identifiziert  sogenannte  ,versteckte
Hochrisikopatienten® innerhalb von Patientengruppen, die Ublicherweise als risikoarm
gelten, wie beispielsweise Patienten mit Melanomen im AJCC v8 Stadium I-lIA
(8,40,41).

2.5.1 Methodik

Mit Hilfe der Biomarker-Signatur wird ein Risikoscore ermittelt, der auf der
immunhistochemischen Expression von sieben spezifischen Biomarkern im Gewebe
des primaren Melanoms basiert (8). Diese Proteine spielen eine entscheidende Rolle
in fundamentalen zellularen Prozessen wie Apoptose, Zellzykluskontrolle,
Signaltransduktion und Entzindungsreaktionen.

10



Literaturdiskussion

Die Signatur enthalt prognostisch ungunstige sowie prognostisch gunstige Marker.
Zum einen gibt es funf Marker, deren erhohte Expression mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist (8).

Bax ist als Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie ein zentraler Forderer der Apoptose.
Obwohl eine hohe Expression pro-apoptotischer Proteine grundsatzlich als
tumorhemmend angesehen werden konnte, deutet eine starke zytoplasmatische
Anfarbung im Kontext dieser Signatur auf einen dysregulierten Apoptose-Signalweg
und ein aggressiveres Tumorverhalten hin (8)

Das Protein Bcl-X gehort ebenfalls zur Bcel-2-Familie, wirkt jedoch anti-apoptotisch.
Eine Uberexpression von Bcl-X schiitzt Krebszellen vor Zelltodsignalen und wird mit

einer Resistenz gegen Chemo- und Strahlentherapie in Verbindung gebracht (8).

Das Enzym COX-2 ist an der Synthese von Prostaglandinen beteiligt und spielt eine
Schlusselrolle bei Entzindungsprozessen. In verschiedenen Tumorarten,
einschlieBlich des Melanoms, wird COX-2 mit erhéhter Invasivitat, Angiogenese und
einer schlechteren Prognose in Verbindung gebracht (8,42).

PTEN ist ein bekanntes Tumorsuppressorgen, das den PI3K/Akt-Signalweg negativ
reguliert, welcher Zellwachstum, Proliferation und Uberleben steuert (8,43). Ein Verlust
der PTEN-Funktion ist in vielen Krebsarten ein Treiber der Progression (44). Jedoch
wurde im Rahmen der immunoprint®-Signatur eine starke zytoplasmatische

Expression von PTEN als Risikomarker identifiziert (8).

Das Vorhandensein von B-Lymphozyten, die das Oberflachenprotein CD20
exprimieren, wird als Risikofaktor gewertet. Die genaue Rolle von B-Zell-Infiltraten im
Melanom ist noch unklar, aber es wird vermutet, dass sie an der Etablierung einer

immunsuppressiven Tumormikroumgebung beteiligt sein kénnten (8).

Neben den funf Risikomarkern gibt es zwei weitere protektive Schutzmarker. Bei
diesen beiden Markern ist nicht die Expression, sondern der Verlust der Expression

mit einem hoheren Risiko assoziiert. Ihr Vorhandensein ist daher prognostisch guinstig
(8).

Das Enzym MTAP ist am Polyamin- und Methionin-Stoffwechsel beteiligt (43). Das
Gen fur MTAP liegt auf dem Chromosom 9p21 in unmittelbarer Nahe zu wichtigen
Tumorsuppressorgenen wie p15 und p16 (45). Ein Verlust der MTAP-Expression, oft
durch Gendeletionen, die auch die benachbarten Gene betreffen, ist mit einer

11
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Progression von melanozytaren Tumoren assoziiert (43,45). Darlber hinaus
beeinflusst MTAP die Aktivitat von STAT1 und ist somit mit dem Ansprechen auf eine

Interferontherapie verknlpft (8,43).

B-Catenin ist als zentraler Bestandteil des Wnt-Signalwegs an Zelladhasion und
Transkriptionsregulation beteiligt. Wahrend in vielen anderen Krebsarten eine
Aktivierung von B-Catenin die Tumorentstehung fordert, ist beim Melanom der Verlust

der zytoplasmatischen Expression mit einer schlechteren Prognose verbunden (8).

12
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A: Protein (function) B: Localization C: Low-risk signature D: High-risk signature
melanoma (no. 140) melanoma (no. 137)

Bax:

Bcl-2 family protein, Cytoplasmic

proapoptotic

Loss of p-Catenin:

Key downstream effector Cytoplasmic
in Wnt signaling pathway,

implicated in two major

biological processes:

embryonic development and

tumorigenesis

Appearance of CD20
positive B- lymphocytes: Cell membrane and

Pan-B-cell marker, stem cell cytoplasmic
marker candidate

Bel-X:
Bcl-2 family protein, Cytoplasmic
antiapoptotic

Loss of MTAP:

Constitutive enzyme of the Cytoplasmic
polyamine metabolism;

modulator of interferon-

dependent signaling

PTEN:

Tumor suppressor Cytoplasmic
implicated in a variety of

human cancers; major

negative regulator of the

PI3K/Akt signaling pathway

Cox-2:

Cyclooxygenase for bio- Cytoplasmic
synthesis of prostaglan-

dins under inflammatory

conditions; overexpressed in

a variety of tumors

Abbildung 3: Immunhistochemische Beispiel-Farbung der Risikomarker fiir jeweils ein ,High-Risk“- und ein ,Low-
Risk“-Melanom (8)
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Nach der Farbung von Gewebeschnitten mit dem Antikdrperpanel, wird die Expression
der 7 Marker anhand eines Bewertungssystems von 0 bis +3 bestimmt. Der
Expressionswert jedes Markers wird mit einem Koeffizienten multipliziert, der aus der
ursprunglichen Entdeckungsstudie zur 7-Marker-Signatur abgeleitet wurde. Die
Produkte werden summiert, normalisiert und anhand eines Schwellenwerts in
Hochrisiko- oder Niedrigrisikoklassifizierungen eingeteilt. Ein Grenzwert von 0,135
trennt die Gruppen. Die mit diesem Algorithmus errechneten Risikowerte unter 0,135
gelten als niedriges Risiko, wahrend Werte Uber 0,135 eine hohe Risikokategorie
darstellen.

2.5.2 Kilinischer Nutzen

Der primare klinische Nutzen des immunoprint®-Assays liegt in der verbesserten
Risikostratifizierung von Patienten mit Melanomen in frGhen Stadien, den AJCC
Stadien I-11A (40,46). Aktuelle Staging-Methoden wie Tumordicke und Ulzeration sind
zwar etablierte prognostische Parameter, konnen aber das individuelle Risiko eines
Patienten nur bedingt vorhersagen (8). Die immunoprint®-Signatur identifiziert eine
Untergruppe von Patienten, die trotz eines frihen Tumorstadiums ein hohes Risiko fur
Rezidive und Metastasierung aufweisen (40). Diese Patienten kdnnten Kandidaten fur
eine intensivierte Nachsorge oder die Aufnahme in klinische Studien sein, die den
Nutzen adjuvanter Therapien in dieser Patientengruppe untersuchen (46). Gleichzeitig
erhoht der Test die Sicherheit bei der Einstufung von Patienten mit einem tatsachlich
niedrigen Risiko. Dies kann dazu beitragen, diesen Patienten potenziell belastende
und nebenwirkungsreiche Therapien zu ersparen, deren Nutzen in ihrem Fall fraglich
ware (46).

Die 7-Marker-Signatur immunoprint® ist ein vielversprechendes Instrument zur
Verbesserung der Risikostratifizierung und der Behandlungsentscheidungen bei
kutanem Melanom im Fruhstadium. Eine analytische Validierung des Assays hat
bereits seine Prazision und Reproduzierbarkeit bestatigen konnen, und bisher
durchgefuhrte klinische Validierungsstudien haben den prognostischen Wert bekraftigt
(40,46). Sie stellt eine Erganzung zur herkdmmlichen pathologischen
Stadieneinteilung dar und hat das Potenzial, die klinische Entscheidungsfindung zu

unterstitzen und den Weg zu einer personalisierten Melanomtherapie zu ebnen (8,40).

14
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2.6 Stadieneinteilung/ Stratifizierung

2.6.1 TNM-Klassifikation der AJCC

Die TNM-Klassifikation ist eine Einteilung bosartiger Tumorerkrankungen. Diese
Einteilung in Stadien, auch genannt Staging, ist ein entscheidender Prozess, um das
Ausmal} der Erkrankung zu verstehen, eine Aussage zur Prognose treffen zu kdnnen,
Behandlungsentscheidungen zu leiten sowie die Kommunikation von medizinischem
Fachpersonal zu erleichtern (47). Das Staging-System des American Joint Committee
on Cancer (AJCC) ist dabei der international anerkannte Standard fir die
Beschreibung des klinisch-pathologischen Ausmalies bei Krebserkrankungen. Dies
gilt folglich auch fir Patienten, die an einem malignen Melanom erkrankt sind (48).
Zudem dient es als Grundlage fur die Meldungen an Krebsregister und fur das Design
und die Analyse klinischer Studien (47).

Das AJCC-Staging-System verwendet dabei die TNM-Klassifikation, die drei
Hauptaspekte des Tumors berucksichtigt:

.1 steht hierbei fur ,Tumor® und beschreibt die Eigenschaften des Primartumors, wie
z.B. seine Dicke und das Vorhandensein einer Ulzeration.

,N“ steht fur ,Nodes®, gemeint Lymphknoten, und gibt das Vorhandensein oder Fehlen
von Metastasen in regionalen Lymphknoten und das Ausmal} der
Lymphknotenbeteiligung an, einschlie3lich nicht-nodaler regionaler Metastasierung.

Zuletzt gibt die Kategorie ,M“ welche fur ,Metastasen steht Auskunft Uber das

Vorhandensein oder Fehlen von Fernmetastasen (47).

Die TNM-Kategorien werden kombiniert, um Gesamtstadiengruppen zu definieren, die
typischerweise von Stadium 0, das ein Melanoma in situ beschreibt, bis Stadium 1V,
welches fur Melanome mit Fernmetastasen steht, reichen und mit der Prognose

korrelieren (48).

Seit 1977 publiziert das American Joint Committee on Cancer diese weltweit
anerkannte Krebs-Klassifikation. Sie wurde bereits mehrfach aktualisiert, um dem
zunehmenden Verstandnis der Krankheit und ihrer Auswirkung auf das Uberleben von
Betroffenen Rechnung zu tragen. Aktuell wird die 8. Edition des Cancer Staging
Manuals verwendet, die 2017 erschienen ist und einige wesentliche Anderungen zur
Vorgangerversion beinhaltet (47,49)
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2.6.2 7. Edition der AJCC

Die 7. Ausgabe des AJCC-Stagings fur kutane Melanome wurde 2009 eingefuhrt und
2010 implementiert. Ebenso wie frihere Ausgaben verwendete sie die TNM-
Klassifikation, um das Ausmal} der Erkrankung basierend auf dem Primartumor (T),

den regionalen Lymphknoten (N) und Fernmetastasen (M) zu kategorisieren (50).

Wichtige Aspekte der 7. Ausgabe in Bezug auf die T-Kategorie umfassten die
Tumordicke nach Breslow in Millimetern, den mitotischen Index in Anzahl der Mitosen
pro Quadratmillimeter sowie das Vorhandensein oder Fehlen einer Ulzeration des
Primartumors und wurden zur weiteren Subklassifizierung der T-Kategorien

verwendet.
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Tabelle 1: T-Kategorien der 7. Edition des AJCC

7. Edition des AJCC

T Kategorie| Tumordicke (mm)|Ulzeration

TX Stadium nicht bestimmbar

TO -

Tis Melanoma in Situ

T <1.0 mm unb. oder n.s.

T1a <1.0 mm ohne Ulzeration und Mitosen <1/mm?
T1b <1.0 mm mit Ulzeration oder Mitosen 21/mm?
T2 1.01-2.00 mm unb. oder n.s.

T2a 1.01-2.00 mm ohne Ulzeration

T2b 1.01-2.00 mm mit Ulzeration

T3 2.01-4.00 mm unb. oder n.s.

T3a 2.01-4.00 mm ohne Ulzeration

T3b 2.01-4.00 mm mit Ulzeration

T4 >4.00 mm unb. oder n.s.

T4a >4.00 mm ohne Ulzeration

T4b >4.00 mm mit Ulzeration

FUr die N-Kategorie in der 7. Ausgabe wurden regionale Lymphknotenmetastasen
bewertet. Diese wurden per Definition in "mikroskopisch" und "makroskopisch"
unterschieden. Mikroskopisch bedeutet hierbei, dass Lymphknotenmetasten durch

eine Sentinellymphknotenbiopsie diagnostiziert wurden, wahrend makroskopische

Lymphknotenmetastasen klinisch nachgewiesen wurden (51).

Tabelle 2: N-Kategorien der 7. Edition des AJCC

7. Edition des AJCC

N Anzahl der tumorbefallenen Vorhandensein von In-Transit-,
Kategorie |regionalen Lymphknoten und Satelliten- und/oder
nodale Metastasierungslast Mikrosatellitenmetastasen
NX regionale Knoten nicht beurteilt (z.|nein
B. SLNB nicht durchgefuhrt,
regionale Knoten zuvor aus einem
anderen Grund entfernt)
NO keine nein
N1 1LK nein
N1a 1 LK mit Mikrometastase (durch|nein

SLNB entdeckt)

17




Literaturdiskussion

N1b 1 LK mit Makrometastase (klinisch|nein
nachweisbar und pathologisch
bestatigt)
N2
N2a 2-3 LK mit Mikrometastase (durch|nein
SLNB entdeckt)
N2b 2-3 LK mit Makrometastase|nein
(klinisch nachweisbar und
pathologisch bestatigt)
N2c keine in-Transit/Satelliten-Metastase ohne
metastasierten LK
N3 >4 metastasierte LK oder
verbackene LK oder In-
Transit/Satelliten-Metastase mit
metastasierten LK

Die M-Kategorie in der 7. Ausgabe klassifizierte das Vorhandensein von
Fernmetastasen an verschiedenen Stellen. Hierzu wird nach anatomischer
Lokalisation in 3 Subgruppen unterteilt. Diese sind zum einen definiert als
Fernmetastasen in Haut, Unterhaut oder Lymphknoten, zum anderen als
Lungenmetastasen und zuletzt als alle anderen viszeralen Metastasen. Weiterhin kann
ein erhdhter Serum-Laktatdehydrogenase (LDH)-Spiegel zu einer Einordnung in eine
hdhere M-Subkategorie fihren (50,52,53)

Tabelle 3: M-Kategorien der 7. Edition des AJCC

7. Edition des AJCC

M Kategorie| Anatomische Lokalisation LDH Level

MO keine Fernmetastasen

M1 Nachweis von Fernmetastasen

M1a Fernmetastasen in Haut, Unterhaut oder Lymphknoten |normal

M1b Lungenmetastasen normal

M1c alle  anderen  viszeralen Metastasen, Jede|normal,
Fernmetastase erhoht

Aus der Kombination der TNM-Stadien ergaben sich nach der 7. Edition der AJCC die
Stadien 0 bis 4.
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Tabelle 4: Stadien der 7. Edition des AJCC

7. Edition des AJCC
Pathologisch prognostische Stadien|T N M
0 Tis 'NO 'MO
IA Tia  NO 'MO
IB T1b, T2a NO ‘MO
lIA T2b, T3a NO ‘MO
B T3b, T4a NO 'MO
lic Tab  NO 'MO
A T1—4a N1a,N2a MO
B T1—4b  N1a,N2a MO
Ti—4a  N1b, N2b/c MO
e T1-4b  N1b, N2b/c MO
Jedes T N3 ‘MO
v Jedes T JedesN M1

2.6.3 8. Edition der AJCC mit den aktuellen Neuerungen

Die 8. Ausgabe des AJCC-Staging-Systems fur kutane Melanome ersetzte die 7.
Ausgabe und wurde ab 2018 implementiert (50). Diese Uberarbeitung beinhaltete viele
Anderungen, die zu wesentlichen Verschiebungen der Unterstadien und somit
wichtigen klinischen Neubewertungen flhrt (48). Die Anderungen basieren auf
Analysen einer grof3en internationalen Melanom-Datenbank mit dem Ziel das Staging,
die Prognose, die Risikostratifizierung sowie die Auswahl von Patienten fur klinische
Studien zu verbessern (50,51).

In der T-Kategorie bleibt die Breslow-Dicke weiterhin ein entscheidendes Kriterium, die
Grenzwerte wurden jedoch angepasst. T1a-Melanome sind nun definiert als Melanom
unter 0,8 mm ohne Ulzeration. T1b-Melanome haben entweder eine Tumordicke von
unter 0,8 mm mit Ulzeration oder reichen von 0,8 bis 1,0 mm mit oder ohne Ulzeration.
Zudem wurde bei der Angabe eine Reduzierung der Dezimalstelle von zwei auf eine
vorgenommen. Die Dicke soll also auf die nachsten 0,1 mm und nicht 0,01 mm
gemessen werden. Ein formales Rundungsschema wurde eingefuhrt (54).

Die Mitoserate wird nicht mehr als Kriterium fiir die T-Kategorie verwendet (55-57).
Sie sollte jedoch weiterhin dokumentiert werden, da sie ein wichtiger prognostischer
Faktor bleibt (50).
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Weiterhin wird die Kategorie TO verwendet, wenn kein Hinweis auf einen Primartumor
vorliegt oder der Ort unbekannt ist, wahrend die Kategorie Tis ein Melanoma in situ
bezeichnet. TX findet Anwendung, wenn keine Tumordicke bestimmt werden kann
(50).

Tabelle 5: T-Kategorien der 8. Edition des AJCC

8. Edition des AJCC

T Tumordicke (mm) Ulzeration

Kategorie

X primare Tumordicke nicht primare Tumordicke nicht
bestimmbar bestimmbar

T0 kein Anhalt fur Primartumor kein Anhalt fur Primartumor

Tis Melanoma in situ Melanoma in situ

T <1.0 mm unb. oder n.s.

T1a <0.8 mm ohne Ulzeration
<0.8 mm mit Ulzeration

Tib 0.8-1.0 mm mit oder ohne Ulzeration

T2 >1.0-2.0 mm unb. oder n.s.

T2a >1.0-2.0 mm ohne Ulzeration

T2b >1.0-2.0 mm mit Ulzeration

T3 >2.0-4.0 mm unb. oder n.s.

T3a >2.0-4.0 mm ohne Ulzeration

T3b >2.0-4.0 mm mit Ulzeration

T4 >4.0 mm unb. oder n.s.

T4a >4.0 mm ohne Ulzeration

T4b >4.0 mm mit Ulzeration

Die N-Kategorie in der 8. Ausgabe spiegelt die Anzahl und das Ausmal} der
tumorbefallenen regionalen Lymphknoten und das Ausmall der nicht-nodalen

regionalen Metastasierung wider (50).

Lymphknotenmetastasen werden nun in Bezug auf ihre klinische Nachweisbarkeit neu
definiert. Ehemals als "mikroskopisch" bezeichnete Lymphknotenmetastasen sind nun
als "klinisch okkult" benannt und werden durch eine SLN-Biopsie diagnostiziert. Die
zuvor als "makroskopisch" benannten Lymphknotenmetastasen werden jetzt als
"klinisch nachgewiesen" definiert und werden durch klinische oder radiologische

Untersuchung diagnostiziert (50).
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Da Mikrosatelliten, Satelliten- und In-Transit-Metastasen mit  ahnlichen
Uberlebensergebnissen assoziiert sind, wurden sie zu Staging-Zwecken
zusammengefasst. Sie konnen nun bei Vorhandensein zur Einteilung in eine der

neuen N-Kategorien mit dem Suffix ,c“ fiUhren (50,58) .

Die Erhohung der Anzahl der N-Kategorie-Unterkategorien dient der Berucksichtigung

von Faktoren, die mit der Prognose assoziiert sind (51).

Tabelle 6: N-Kategorien der 8. Edition des AJCC

8. Edition des AJCC

N Anzahl der tumorbefallenen{Vorhandensein von In-
Kategorie |[regionalen Lymphknoten und nodale|Transit-, Satelliten- und/oder
Metastasierungslast Mikrosatellitenmetastasen

NX regionale Lymphknoten nicht beurteilt (z.|nein
B. SLNB nicht durchgefuhrt, regionale
Lymphknoten zuvor aus einem anderen
Grund entfernt)
Ausnahme: pathologische N-Kategorie
ist fir T1-Melanome nicht erforderlich,
cN verwenden.

NO keine regionalen Metastasen|nein
nachgewiesen

N1 1 tumorbefallener Lymphknoten oder In-
Transit-, Satelliten- und/oder
Mikrosatellitenmetastasen ohne
tumorbefallene Lymphknoten

N1a 1 Kklinisch okkulter LK (d. h. durch SLNB|nein
entdeckt)

N1b 1 klinisch nachgewiesener LK nein

N1c keine regionale Lymphknotenerkrankung|ja

N2 2 oder 3 tumorbefallene Lymphknoten
oder In-Transit-, Satelliten- und/oder
Mikrosatellitenmetastasen mit 1
tumorbefallenen Lymphknoten

N2a 2 oder 3 klinisch okkulte LK (d. h. durch|nein
SLNB entdeckt)

N2b 2 oder 3 LK, von denen mindestens 1|nein
klinisch nachgewiesen wurde

N2c 1 klinisch  okkulter oder klinischija
nachgewiesener LK

N3 24 tumorbefallene Lymphknoten oder In-
Transit-, Satelliten- und/oder
Mikrosatellitenmetastasen mit =2
tumorbefallenen Lymphknoten oder eine
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beliebige Anzahl von verbackenen
Lymphknoten ohne oder mit In-Transit-,

Satelliten- und/oder
Mikrosatellitenmetastasen

N3a 24 klinisch okkulte LK (d. h. durch SLNB|nein
entdeckt)

N3b 24 LK, von denen mindestens 1 klinisch{nein

nachgewiesen  wurde, oder das
Vorhandensein einer beliebigen Anzahl
von verbackenen Lymphknoten

N3c =22 klinisch okkulte oder klinischija
nachgewiesene LK und/oder das
Vorhandensein einer beliebigen Anzahl
von verbackenen Lymphknoten

Anderungen an der M-Kategorie in der 8. Ausgabe umfassen die Ergénzung einer
weiteren Kategorie fur Metastasen des Zentralnervensystems. Der LDH-Status wird
als nicht erhoht oder erhodht berucksichtigt und nun fur jede M1-Unterkategorie
angegeben (50,59).

Tabelle 7: M-Kategorien der 8. Edition des AJCC

\8. Edition des AJCC

M Anatomische Lokalisation LDH Level

Kategorie

MO kein Nachweis von Fernmetastasen -

M1 Nachweis von Fernmetastasen

M1a nicht aufgezeichnet
Fernmetastasen in Haut, Weichteile|oder nicht spezifiziert

M1a(0) einschliellich Muskeln und/oder nicht-regionale nicht erhéht
Lymphknoten

M1a(1) erhoht

M1b nicht aufgezeichnet
Fernmetastasen in die Lunge mit oder ohne oc.ler n'Chj[_ spezifiziert

M1b(0)  |M1a-Lokalisationen der Erkrankung Nicht erh6ht

M1b(1) erhoht

M1c nicht aufgezeichnet

Fernmetastasen in nicht-ZNS-viszerale Organe|oder nicht spezifiziert
M1c(0) mit oder ohne M1a- oder M1b-Lokalisationen der|icht erhéht

Erkrankung
M1c(1) erhoht
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M1d nicht aufgezeichnet

Fernmetastasen ins ZNS mit oder ohne M1a-, o_der niCh_T[ spezifiziert
M1d(0)  [M1b- oder M1c-Lokalisationen der Erkrankung |nicht erhoht

M1d(1) erhdht

Die 8. Ausgabe brachte auch Anderungen in den Stadiengruppierungen mit sich:

Es wurde keine generelle Anderung der T-Unterkategorien vorgenommen, jedoch
wurden die Definitionen der pathologischen Stadien IA und IB verfeinert. Das
pathologische Stadium IA umfasst nun T1b NO MO Melanome, die frGher dem

pathologischen Stadium 1B zugeordnet waren (51).

Die Stadium-Ill-Untergruppen in der 8. Ausgabe sind detaillierter und umfassen sowonhl
die T-Kategorie (Tumordicke und Ulzeration) als auch die N-Kategorie (Anzahl der
tumorbefallenen Lymphknoten, klinischer Nachweis und nicht-nodale regionale
Metastasierung), was zu vier Hauptuntergruppen fihrt. So hat Stadium IIl nun die
Untergruppen llIA, IlIIB, [lIC und IlID (58). Dies steht im Gegensatz zur 7. Ausgabe, in
der das Stadium Ill in erster Linie durch Lymphknotenfaktoren und Ulzeration bestimmt
wurde (50).

Es gibt keine Stadium-Untergruppen fir Patienten mit Fernmetastasen (Stadium 1V)
(51).

Tabelle 8: Stadien der 7. Edition des AJCC

8. Edition des AJCC

Pathplogisch prognostische T N M
Stadien
0 Tis 'NO 'MO
IA T1alb 'NO ‘MO
IB T2a 'NO 'MO
lIA T2b, T3a 'NO ‘MO
B T3b, T4a 'NO 'MO
lic Tab 'NO ‘MO
A T1alb, T2a 'N1a,N2a MO
B T0 'N1b/c ‘MO
T1alb, T2a 'N1b/c, N2b MO
T2b/T3a ‘N1a-N2b MO
nic T0 'N2b/c, N3b/c MO
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T1a-T3a N2c, N3a/b/c MO
T3b/T4a ‘Jedes N=N1 MO
Tab ‘N1a-N2c MO
1D Tab 'N3a/blc 'MO
v Jedes T, Tis ‘Jedes N ‘M1

Insgesamt zielte die 8. Ausgabe des AJCC-Melanom-Staging-Systems darauf ab,
einen genaueren und evidenzbasierten Rahmen fur die Klassifizierung von
Melanomen zu bieten, der die Fortschritte im Verstandnis der Krankheit widerspiegelt
und prognostische Faktoren effektiver einbezieht. Die von der 7. zur 8. Edition
vorgenommenen Anderungen wurden hauptsachlich durch Analysen einer groRRen,

zeitgemalen internationalen Melanom-Datenbank vorangetrieben.
Die 8. Ausgabe des AJCC Cancer Staging Manual wurde 2017 verdffentlicht (50).

2.6.4 Auswirkungen der Neuerungen auf die Therapie
Die Uberarbeitungen im AJCC-Staging-System der 8. Ausgabe haben mehrere

Auswirkungen auf die Behandlung und Versorgung von Melanompatienten.

Die Neudefinition von T1a und T1b, insbesondere die Aufnahme dunnerer Melanome
mit 0,8-1,0mm mit oder ohne Ulzeration in T1b, kann dazu fihren, dass mehr Patienten
mit dinneren Melanomen fur eine SLNB empfohlen werden. Dies liegt daran, dass
T1b-Melanome ein hoheres Risiko fur SLN-Metastasen haben als T1a mit einer
Tumordicke von weniger als 0,8mm und nicht ulzeriert. Fur Patienten im Stadium |
sollten die Anderungen jedoch keine Auswirkungen auf die Behandlungsstrategien
oder Nachsorgeplane haben, da innerhalb dieser Stadien keine signifikanten
Uberlebensunterschiede zwischen den beiden Ausgaben festgestellt wurden (47,51).

Die granulareren Stadium-lll-Untergruppen in der 8. Ausgabe, die sowohl
Primartumormerkmale als auch den Lymphknotenbefall bertcksichtigen, ermoglichen
eine verfeinerte Risikostratifizierung. Dies ist besonders wichtig im Zusammenhang
mit adjuvanten systemischen Therapien, da die Auswahl einer geeigneten
personalisierten Behandlung auf dem klinischen Stadium basiert. Patienten, die in der
7. Ausgabe als Stadium IlIA/B/C klassifiziert wurden, kénnten ein anderes Risikoprofil
haben, wenn sie nach der 8. Ausgabe neu klassifiziert werden. Dies sollte bei der
Interpretation der Ergebnisse klinischer Studien zur adjuvanten Therapie
bertcksichtigt werden. Die 8. Ausgabe zielt darauf ab, Patienten mit hohem
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Ruckfallrisiko besser zu identifizieren, die von diesen Behandlungen profitieren
kdénnten (51)

Die uberarbeiteten TNM-Kategorien und Stadieneinteilungen, insbesondere innerhalb
von Stadium IIl und der M-Kategorie mit der Erweiterung um die Subkategorie M1d fur
ZNS-Metastasen, werden eine prazisere Stratifizierung von Patienten ermdglichen, die
an klinischen Studien teilnehmen. Dies wird zu einer aussagekraftigeren Analyse der
Behandlungsergebnisse innerhalb bestimmter Risikogruppen fuhren. Auch die
Einbeziehung des LDH-Status als Deskriptor bei jedem M-Stadium ermdglicht eine
bessere Berucksichtigung dieses prognostischen Faktors bei der Studienplanung und
-analyse (47,50).

Fir Betroffene wohl am relevantesten sind jedoch die aktualisierten
Uberlebensschéatzungen fiir jedes Stadium und jede Untergruppe. Dessen ungeachtet
muss der Verlust der strikten Linearitat im Schweregrad Uber die Stadien der 8.
Ausgabe hinweg den Patienten sorgfaltig erklart werden. So bedeutet nun ein
fortgeschritteneres Stadium nicht immer eine schlechtere Prognose im Vergleich zu
einem weniger fortgeschrittenen Stadium. Zum Beispiel konnen Patienten im Stadium
[lIA der 8. Ausgabe eine bessere Prognose haben als Patienten im Stadium IB oder
lIA (48).

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die korrekte Bestimmung der Prognose der
neuen Stadien aullerst wichtig fur die Auswahl der Art der erforderlichen Nachsorge
ist.

2.6.5 Unterschiede im Uberleben nach Stadien der 7. und 8. Edition

Studien, die die 7. und 8. Ausgabe verglichen haben, zeigten mehrere Unterschiede
im Gesamtiiberleben (OS) und im melanomspezifischen Uberleben (MSS) lber die
Stadien hinweg. Exemplarisch wird in Abbildung 4 das Ergebnis einer

Kohortenanalyse dargestellt (47).

Die direkte OS-Analyse zeigte keine signifikanten Uberlebensunterschiede fir
Patienten im Stadium | und Il zwischen den beiden Ausgaben. Beim Vergleich des
MSS nach T-Subkategorie zeigte die 8. Ausgabe jedoch im Allgemeinen gunstigere
Uberlebensraten. Dies kénnte auf nun potenziell vermehrt eingesetzte SLNBs auch
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bei dunnen Melanomen zuruckzufuhren sein, was wiederum zu einer genaueren
Stadieneinteilung fuhrt (48).

Zudem zeigt die 8. Ausgabe eine bessere Prognose innerhalb der neuen Stadium-IlI-
Patienten (llIA, [lIB und 1lIC) im Vergleich zur 7. Ausgabe. Dies wird auf die
Neudefinition der N-Kategorie und die Einbeziehung der Tumordicke als
Schlusselfaktor in die Klassifizierung von Stadium Il zurickgefuhrt, was zu einer
Umstufung einiger Patienten, die eine schlechtere Prognose hatten, in hohere
Stadium-lll-Kategorien fuhrte. Beispielsweise waren die 5-Jahres-MSS-Raten fur
Stadium IlIA und IlIB in der 8. Ausgabe deutlich hoher als in der 7. Ausgabe. Stadium
IlID in der 8. Ausgabe stellt jedoch eine Gruppe mit der schlechtesten Prognose

innerhalb von Stadium lll dar.

So zeigt wie bereits erwahnt die 7. Ausgabe eine relativ lineare Korrelation zwischen
dem AJCC-Stadium und dem Uberleben. Diese Linearitat geht jedoch in der 8.
Ausgabe verloren, mit mehr Uberlappung zwischen den Uberlebenskurven
verschiedener Stadiengruppen. Dies bedeutet, dass ein fortgeschritteneres Stadium
in der 8. Ausgabe nicht immer einer schlechteren Prognose entspricht als ein weniger
fortgeschrittenes Stadium (48).

Eine Analyse der absoluten Todeszahlen nach Stadien zeigte einen starken Ruckgang
der Mortalitat in den Stadien IlIA und IlIB in der 8. Ausgabe. Es gab auch einen leichten

Anstieg der absoluten Todeszahlen in Stadium IA der 8. Ausgabe (50).
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Abbildung 4: Kaplan-Meier Kurven fiir overall survival fiir die verschiedenen Stadien nach AJCC 7 und 8 aus
Barreiro-Capurro et al. (48)

Eine kritische Neubewertung der in der 8. Edition des AJCC publizierten
Uberlebensdaten lieferte eine umfassende Analyse von Garbe et al. aus dem Jahr
2022. Dabei wurden zwei unabhangige Kohorten des Zentralregisters Malignes
Melanom (CMMR) mit insgesamt mehr als 17.000 Patienten der Stadien | und Il
untersucht, um die Validitat der AJCC-Prognosen im realen Versorgungsumfeld zu
Uberprufen. Dabei zeigten sich fir das melanomspezifische Uberleben durchweg
ungunstigere Prognosen als im AJCC-Kollektiv (IMDDP) angegeben. Wahrend das
AJCC fur das Stadium IB ein 10-Jahres-MSS von 94% ausweist, lagen die Raten in
den deutschen Kohorten deutlich niedriger bei 89,7% bis 90,9%. Noch gréf3er war die
Diskrepanz in den Stadien IIA und IIC. Fur das Stadium IIA ermittelte das AJCC eine
10-Jahres-Uberlebensrate von 88%, wahrend die CMMR-Daten lediglich Werte
zwischen 80,7% und 83,1% zeigten. Im Stadium |IC lag das Uberleben in der
deutschen Kohorte mit 57,6% bis 64,7% deutlich unter den von der AJCC
beobachteten 75% (60).

Weiterhin liefert die Studie wichtige Informationen zum rezidivfreien Uberleben, welche
im AJCC-Datensatz nicht berucksichtig werden aber relevant fur die
Indikationsstellung adjuvanter Therapien sind. Es zeigte sich, dass die Rezidivraten in
den Stadien IA bis IlA fast doppelt so hoch waren wie die Mortalitatsraten. So betrug
das 10-Jahres-RFS im Stadium IB nur etwa 78,6% bis 80,3% und fiel im Stadium IIA
auf 62% bis 64,1% ab (60).
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass die AJCC-Daten der 8.Edition das reale Risiko
moglicherweise unterschatzen und die Prognose fur Patienten in frGhen Stadien im
klinischen Alltag weniger gut ist als angenommen. Dies unterstreicht die dringende
Notwendigkeit, insbesondere in den Stadien [IB und |lA, prazisere
Stratifizierungsinstrumente einzusetzen, um Patienten mit erhohtem Rezidivrisiko
zuverlassiger zu identifizieren und gegebenenfalls einer adjuvanten Therapie

zuzufuhren (60).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die 8. Ausgabe des AJCC-Melanom-
Staging-Systems eine wichtige Weiterentwicklung darstellt, die neue Erkenntnisse
uber die Krankheit einbezieht und auf eine prazisere Risikostratifizierung abzielt.
Wiahrend die Uberlebensergebnisse fiir viele Patienten im Stadium Il der 8. Ausgabe
im Vergleich zur 7. Ausgabe besser erscheinen, unterstreicht der Verlust der strikten
Stadium-Uberlebens-Linearitat die Komplexitdt der Melanomprognose und die
Notwendigkeit einer sorgfaltigen Interpretation des aktualisierten Staging-Systems
(4,48,50,51).

2.7 Therapie

In den letzten Jahren hat sich der therapeutische Ansatz fur das maligen Melanom
durch neue Erkenntnisse in der molekularen Pathogenese und die Entwicklung
innovativer Therapien grundlegend gewandelt. Basierend auf der S3-Leitlinie zur
Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms des Leitlinienprogramms
Onkologie unterscheiden sich die Therapieoptionen fir Melanome je nach
Krankheitsstadium, von lokalisiertem primarem Melanom bis hin zu lokoregionalen und

Fernmetastasen (5).

2.7.1 Therapie des primaren Melanoms

Die primare Therapieoption fur das lokalisierte Melanom ist die chirurgische Exzision
des Primartumors mit einem ausreichenden Sicherheitsabstand. Der Umfang des
Exzisionsrandes hangt von der Breslow-Dicke und anderen histopathologischen
Merkmalen des Tumors ab. Grob lasst sich sagen, dass bei einer Tumordicke von
unter 2 mm ein Sicherheitsabstand von 1 cm ausreicht, wahrend bei dickeren Tumoren
ein Sicherheitsabstand von 2 cm gefordert wird, um eine RO-Resektion zu erreichen.
Wenn mikroskopisch oder makroskopisch in den Randern des Resektats noch
Residualtumor nachgewiesen werden kann, wird dies als R1 bzw. R2-Resektion
bezeichnet. In solchen Fallen ist eine Nachresektion der Standard, wenn dadurch eine
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RO-Resektion mit einem ausreichend breiten tumorfreien Rand erreicht werden kann
(61).

Eine Strahlentherapie des Primartumors wird nur in speziellen Fallen angewandt. So
kann zum Beispiel bei desmoplastischen Melanomen aufgrund des hohen Risikos
eines Lokalrezidivs eine postoperative Strahlentherapie in Betracht gezogen. Auch in
Fallen von R1- oder R2-resezierten Melanomen kann eine Strahlentherapie zur lokalen
Tumorkontrolle durchgefuhrt werden. Weiterhin kann eine Strahlentherapie auch fur
Lentigo-maligna-Melanome in Betracht gezogen werden, insbesondere wenn eine

Operation nicht mdglich ist (62—65)

Die Sentinel-Lymphknotenbiopsie dient der Stadieneinteilung und der prognostischen
Einschatzung und sollte ab einer Dicke des Primartumors von 1,0 mm und ohne einen

Hinweis auf lokoregionale oder Fernmetastasierung vorgenommen werden (5)

Bei Primartumoren mit einer Tumordicke von 0.75 bis 1 mm in Kombination mit
weiteren Risikofaktoren wie einer Ulzeration, einer erhohten Mitoserate oder einem
Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose von unter 40 Jahren ist die Sentinel-
Lymphknotenbiospie ebenfalls empfohlen (66—71).

2.7.2 Therapie lokoregionaler Metastasen

Patienten mit lokoregionaler Metastasierung, also einem Stadium llI-Melanom, weisen
groBe  Unterschiede im  5-Jahres-Uberleben  auf. Deswegen  sollten
Therapieempfehlungen nach interdisziplinarer Absprache durch ein Tumorboard
erfolgen (72).

Bei lokoregionalen  Metastasen wie Lymphknotenmetastasen, ist die
Lymphknotendissektion ein wesentlicher Bestandteil der Therapie. Die Rolle der
kompletten Lymphknotendissektion nach einer positiven Sentinel-
Lymphknotenbiopsie wird jedoch zunehmend kritisch diskutiert, sodass auch eine
reine Beobachtung, moglichst in Verbindung mit einer adjuvanten Therapie, eine
alternative Behandlungsoption darstellt. Bei Nachweis einer ausgedehnten
lymphogenen Metastasierung ohne Vorhandensein von Fernmetastasen wird eine
Lymphknotendissektion mit therapeutischem Ansatz empfohlen. Eine prophylaktische
Lymphadenektomie wird hingegen nicht empfohlen (5,73).
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Weiterhin kann eine adjuvante Therapie in Betracht gezogen werden, um das
Rezidivrisiko zu verringern. Zu den Optionen der medikamentdsen Therapie zahlen
Immun-Checkpoint-Inhibitoren wie Nivolumab und Pembrolizumab als Nachfolger der
Interferontherapie mit Interferon-alpha. Bei Fallen mit einer BRAF-Mutation kdnnen
entweder BRAF- oder MEK-Inhibitoren eingesetzt werden. Die Wahl der adjuvanten
Therapie hangt dabei vom Stadium und den jeweiligen Risikofaktoren ab. Eine
adjuvante Strahlentherapie des Lymphknotenfeldes kann bei Hochrisikopatienten
nach Lymphadenektomie ebenfalls in Betracht gezogen werden (74,75).

Satelliten- und In-transit-Metastasen konnen potenziell mit lokalen Verfahren
behandelt werden, wobei hohe Ansprechraten mit intratumoralen Injektionen von
Interleukin 2 oder intratumoraler Elektrochemotherapie mit Bleomycin oder Cisplatin
beobachtet wurden. Alternativ kann Talimogene Laherparepvec (T- VEC) eingesetzt
werden. Bei vielen, schnell wiederkehrenden kutanen und subkutanen Metastasen an
Extremitaten ist die isolierte Extremitateninfusion eine weitere wirksame

Behandlungsmdglichkeiten, wenn andere lokale Therapien nicht ausreichen (76—78).

2.7.3 Neoadjuvanter Therapieansatz

Neben der adjuvanten Therapie hat sich in jungster Zeit der neoadjuvante
Therapieansatz, also die systemische Behandlung vor der chirurgischen Resektion,
bei resektablen Melanomen der Stadien Ill und IV als vielversprechend gezeigt. Dieser
basiert auf der Hypothese, dass eine Immuntherapie vor der operativen Therapie, also
wahrend noch eine hohere Tumorantigenlast vorhanden ist, die Wirksamkeit der
Behandlung verbessern kénnte (79). Bei vielen anderen Tumoren wie Brust-, Rektal-
und Speiserohrenkrebs ist der neoadjuvante Ansatz bereits etabliert. Dieser Ansatz
bietet weitere Vorteile wie die Reduktion der Tumorlast und somit der chirurgischen
Morbiditat, eine potenzielle Umwandlung von inoperablen in operable Tumore sowie

eine pathologische und radiologische Bewertung des Behandlungsansprechens (80).

Die moderne neoadjuvante Strategie stutzt sich dabei vor allem auf Immun- und
zielgerichtete Therapien. Zu den bereits untersuchten Optionen gehéren CTLA-4- und
PD-1-Chekpoint-Inhibitoren, wie die Kombination von Ipilimumab und Nivolumab,
BRAF- und MEK-Inhibitoren, wie Dabrafenib und Trametinib, sowie intralasionale
Therapien wie T-VEC (80). Verschiedene Phase-II-Studien konnten bereits zeigen,
dass neoadjuvante Immun- und zielgerichtete Therapien sicher sind und die
pathologische Ansprechraten sowie das rezidivfreie Uberleben verbessern (80).
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Kombinationstherapien, insbesondere die von Ipilimumab mit Nivolumab zeigten dabei
hohe PCR-Raten von Gber 50% (79). Die pathologische Komplettremission (PCR) wird
dabei als prognostischer Indikator gesehen, der potenziell einen Ausblick auf den
Einfluss der Therapie auf das Langzeitliberleben liefern kann (80).

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse der Fruhphasenstudien, die unter
anderem auch personalisierte Ansatze wie in der PRADO-Studie ermdglichen, gibt es
aktuell weder in den USA noch in Europa Zulassungen fur neoadjuvante-Melanom-
Therapien (79,81). Es werden weitere Untersuchungen wie die NADINA-Studie
benétigt, um eine fundierte Evidenz fiir einen Uberlebensvorteil zu liefern und die

optimale Behandlungsstrategie zu finden (82).

2.7.4 Therapie von Fernmetastasen

In einigen Fallen kann die chirurgische Entfernung von Fernmetastasen, also eine
Metastasektomie, in Betracht gezogen werden. Dies gilt insbesondere fur einen
therapeutischen Ansatz bei isolierten Metastasen in Organen wie der Lunge oder der
Leber mit dem Ziel das Uberleben des Patienten zu verbessern. Eine palliative
Operation von Metastasen kann jedoch auch zur Linderung von Symptomen
durchgefuhrt werden (83-86).

Eine weitere Option zur Behandlung des Melanoms im Stadium IV ist eine systemische
medikamentose Therapie. Dazu gehort die zielgerichtete Therapie mit
Signaltransduktionsinhibitoren. So haben bei Melanomen mit einer BRAF-V600-
Mutation verschiedene BRAF-Inhibitoren (z. B. Vemurafenib, Dabrafenib, Encorafenib)
in Kombination mit MEK-Inhibitoren (z. B. Trametinib, Cobimetinib, Binimetinib) ein
verbessertes progressfreies und Gesamtiberleben gezeigt (87,88). Bei Melanomen
mit c-KIT-Mutationen, welche eher bei Schleimhaut- und akral-lentigindsen
Melanomen vorkommen, konnen c-KIT-Inhibitoren wie Dasatinib eingesetzt werden
(89).

Bei der Behandlung des metastasierten Melanoms ohne Moglichkeit der
Metastasenresektion spielt die Immuntherapie eine bedeutende Rolle. Checkpoint-
Inhibitoren, die auf CTLA-4 (z. B. lIpilimumab) und PD-1 (z. B. Nivolumab,
Pembrolizumab) abzielen, haben eine signifikante Wirkung gezeigt. Kombinationen
von PD-1- und CTLA-4-Inhibitoren kdnnen ebenfalls angewendet werden und zeigen
die aktuell besten Ergebnisse hinsichtlich des Langzeit-Uberlebens (13,14,90-92).
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Eine Monochemotherapie mit Dacarbazin kann angeboten werden, wenn andere
Uberlegene Therapien wie BRAF/MEK-Inhibitoren oder Immuncheckpoint-Inhibitoren
nicht geeignet sind. Polychemotherapien zeigen zwar teilweise hohere Ansprechraten
als Monochemotherapie, haben aber trotzdem keine signifikante Verlangerung des
medianen Gesamtuberlebens gezeigt. Biochemotherapie, bei denen eine
Chemotherapie mit Immuntherapeutika wie Interferon und Interleukin-2 kombiniert
wird, werden aufgrund ihrer hohen Toxizitat mit Einfluss auf das Uberleben nicht mehr
eingesetzt (93).

Eine Strahlentherapie wird haufig palliativ zur Behandlung symptomatischer
Metastasen an verschiedenen Stellen wie dem Gehirn, Knochen und Weichteilen
eingesetzt. Bei Hirnmetastasen, welche die haufigste Todesursache bei
metastasierten Melanomen sind, kann eine Ganzhirnbestrahlung oder stereotaktische
Radiochirurgie eingesetzt, um die Lebensqualitat zu verbessern. Die Strahlentherapie
kann auch mit Ipilimumab bei Hirnmetastasen mit extrazerebraler Erkrankung
kombiniert werden (94-97).

Zusatzlich werden die Nebenwirkungen von Therapien, wie z.B. Antiemetika bei
Ubelkeit durch eine Chemotherapie, behandelt. Zudem ist eine friihzeitige Integration
einer Palliativversorgung fur Patienten im Stadium [V empfohlen, um ihre
Lebensqualitat zu verbessern. Dazu gehdren Symptommanagement, psychosoziale
Unterstutzung und die Berucksichtigung der Bedurfnisse von Patienten und ihren
Familien in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung (98).

Es ist wichtig zu beachten, dass Behandlungsentscheidungen individualisiert und von
einem multidisziplinaren Team getroffen werden sollten. Dabei mussen die
spezifischen Merkmale des Melanoms, der allgemeine Gesundheitszustand des
Patienten und dessen personliche Praferenzen berucksichtigt werden. Dartber hinaus
ist der Einfluss der Therapie auf die Lebensqualitat ein wichtiger Aspekt, insbesondere

in metastasierten Stadien (5).
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3 Material und Methoden
3.1 Ethikvotum und Konsultation des Datenschutzbeauftragten der

Universitatsmedizin Mainz

Far die Durchfuhrung dieses Biomarker-Forschungsprojektes liegt ein positives Votum
der Ethikkommission vom 19.02.2020 vor (Antragsnummer: 2018-13960-Klinische
Forschung).

Das Ethikvotum basiert auf einem Antrag zur Durchfihrung einer Melanom-
Kohortenstudie mit einer vergleichenden Untersuchung zweier Biomarker-Signaturen.
Dieser ist von [ EGTTNNEEEEEEEEEEEEEEEEEE.  Lcitcin  des
dermatohistopathologischen Labors der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz, fur
eine Kooperation mit der Firma Synvie GmbH aus Minchen sowie der Firma Neracare
GmbH aus Frankfurt gestellt worden. Dazu ist ein Studienprotokoll mit dem Antragstitel
,untersuchung zur Korrelation von klinisch/ pathologischen Parametern mit dem
Sentinelstatus bei Melanompatienten sowie vergleichende Untersuchung zur
prognostischen Aussagekraft zweier Biomarker-Signaturen bei ausgewahlten
Patienten mit malignem Melanom: eine Observationsstudie an humanen

Gewebeproben® eingereicht worden.

Im Rahmen dieser Arbeit wird neben der Korrelation von klinisch/ pathologischen
Parametern mit dem Sentinelstatus eine der Biomarker-Signaturen, die
immunhistochemische 7-Biomarker-Signatur immunoprint® der Firma Synvie GmbH
mit Sitz in MUnchen untersucht. Fur dieses Forschungsprojekt liegt ein ebenfalls positiv
begutachtetes Amendment vom 14.03.2022 vor. In diesem wurden die Endpunkte der

Biomarkerstudie fur die statistischen Analyse genauer benannt.

FUr die Sammlung der aktuellen Vital- und Follow-up-Daten werden im Verlauf die
jeweiligen Patienten postalisch kontaktiert. Die dafur erstellte Patienteninformation und
die Einwilligungserklarung zur Teilnahme an diesem Projekt sind der Ethikkommission
ebenfalls vorgelegt worden. Diese empfiehlt bezuglich der eingereichten Unterlagen
zur Versendung an die Patienten eine Uberpriifung und Abstimmung mit dem

zustandigen betrieblichen Datenschutzbeauftragten der Universitatsmedizin Mainz.

Nach Konsultation des Datenschutzbeauftragten werden die Patienteninformation und
Einwilligungserklarung mit erweiterten datenschutzrechtlichen Informationen gemaf

der Europaischen Datenschutz-Grundverordnung (DS-GVO) erganzt.
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3.2 Studiendesign und Patientenkollektiv der Gesamtkohorte

Diese Untersuchung ist als retrospektive, monozentrische Studie an einer
Patientenkohorte nach Melanomdiagnose und Wachterlymphknotenbiopsie konzipiert,
die konsekutiv behandelte und dokumentierte Patienten analysiert. Aktualisierte
Vitaldaten sowie Follow-up-Daten von in die Studie eingeschlossenen Patienten
werden ab dem Zeitpunkt der Melanomdiagnose nach vorgegebenem Protokoll
gesammelt und zum einen mit den Kklinisch-pathologischen Parametern des
Primartumors und zum anderen mit den Ergebnissen der prognostischen Biomarker-
Signatur immunoprint® korreliert. Die Biomarker-Untersuchungen erfolgen am
Gewebe der bereits exzidierten und archivierten Primarmelanome, soweit diese noch

verfugbar sind.

Es werden alle Patienten eingeschlossen, die mit einem malignen Melanom der Haut
diagnostiziert worden sind und sich zwischen dem 1. Januar 2006 und dem 31.
Dezember 2015 an der Hautklinik der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-
Universitat in Mainz zur Sentinellymphknotenbiopsie vorgestellt haben.

Der Zeitraum wird so gewahlt, damit einerseits fur das Follow-up ein
Beobachtungszeitraum von mindestens 5 Jahren erreicht werden kann, der als
Standard bei prognostischen Biomarker-Untersuchungen gilt. Zum anderen wird eine
standardisierte Untersuchung und Analyse einer moglichst umfangreichen Anzahl von
Gewebepraparaten angestrebt. Die Verfugbarkeit und Qualitat von Gewebepraparaten
hangt dabei maligeblich von den jeweiligen Archivierungszeitraumen und dem Alter
der Gewebeblocke ab.

Wahrend fur von einem Gewebeblock angefertigte Schnitte wie z.B. H&E-Schnitte zur
Diagnosestellung eine Aufbewahrungsplicht von 10 Jahren festgelegt ist, betragt die
empfohlene Aufbewahrungszeit flir den Gewebeblock selbst lediglich 2 Jahre (99).
Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns ist der empfohlene
Archivierungszeitraum von 2 Jahren jedoch bei allen Patienten bereits Uberschritten,
was die Verfugbarkeit der Gewebebldcke reduziert. Die in diesem Studienprojekt zu
untersuchenden Gewebepraparate stammen zum einen aus dem internen
Gewebearchiv der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz sowie von externen
Pathologien, denen die Gewebeproben von niedergelassenen sowie Kilinik-
Dermatologen zur Sicherung einer Melanomdiagnose zugesendet wurden. An der

Hautklinik in Mainz werden die Gewebepraparate Uber die empfohlene
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Mindestanforderung hinaus dauerhaft und in einigen externen Pathologien auch bis zu
10 Jahren aufbewahrt.

Weiterhin kdnnen die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung durch das
Alter der Blocke beeinflusst werden und die Aussagekraft bzw. die Qualitat des
Paraffinblocks abnehmen. Dementsprechend werden in dieser Studie keine Gewebe

verwendet, die vor 2006 enthommen worden sind.

3.3 Datendokumentation und Prozess der Datenerhebung

3.3.1 Datendokumentation

Dokumentiert werden mithilfe vorab erstellter digitaler Tabellen (Microsoft Excel®
2024) die Stammdaten, der Pseudonymisierungsschlissel, Tumordaten zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose sowie Vital- und Follow-up-Daten. Hierbei werden die
Stammdaten mit der zugeordneten Studien-ID in einer separaten Datei von der
restlichen Datenerhebung ebenfalls mit entsprechender zugeordneten Studien-ID in
pseudonymisierter Form dokumentiert. Folgende Daten werden erhoben:

Stammdaten

e Nachname

e Vorname

e Geburtsdatum
e Geschlecht

e Adresse

e Studien-ID

Tumordaten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

e Gesicherte Diagnose Primarmelanom
e Diagnose-Datum

e Alter bei Diagnose

e Melanom-Subtyp

e Lokalisation

e Dicke

e Ulzeration
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e Mitoseindex

e Clark-Level

e Histologie-Nummer des Exzidates des Primarmelanoms

e Primarexzision untersuchendes Institut

e Datum der SLNB

e Ergebnis der SLNB

e (Ggf. Datum und Ergebnis einer Lymphknotendissektion

e Fernmetastase bei Erstdiagnose

e Primare T-, N-, M-Klassifikation und Stadium nach AJCC 2009
e Aktualisierte primare T-, N-, M-Klassifikation und Stadium nach AJCC 2017
o Ggf. weitere MM bei ED

e Ggf. vorherige MM

Follow-up-Daten

e Einwilligung zur Teilnahme am Forschungsprojekt und zur Datenverarbeitung

Datum der letzten Nachsorge

e Dauer des Follow-up-Zeitraums

e Lokalrezidiv (Vorkommen, Diagnosedatum, Dauer von ED bis Event)

e Lymphknotenprogress (Vorkommen, Diagnosedatum, Dauer von ED bis Event)
e Fernmetastase (Vorkommen, Diagnosedatum, Dauer von ED bis Event)

e Neues Melanom (Vorkommen, Diagnosedatum, Dauer von ED bis Event)

e Informationen zum Versterben (Vorkommen, Datum, Dauer von ED bis Event,

Ursache)

3.3.2 Datenerhebung

Der Erfassungszeitraum von 2006 bis 2015 wird ausgehend von einer an der
Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrten Untersuchung an
Melanompatienten mit einer SLNB aus dem Jahr 2016 gewahlt. Die Arbeit mit dem
Titel ,Vergleichende Untersuchung der Aufarbeitung von Sentinel Lymphknoten bei
malignem Melanom im Institut fur Pathologie der Universitatsmedizin Mainz in den
Jahren 2006 bis 2011“ von Dr. Stephan Rietz erlaubt einen ersten Einblick in die
Gesamtzahl sowie die Zusammensetzung der Patienten, die eine SLNB an der
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Uniklinik Mainz erhalten haben (100). In dieser Untersuchung wurden 384 Patienten
fur den Zeitraum 2006 bis 2011 gelistet.

Erste Daten zu diesem untersuchten Patientenkollektiv werden freundlicherweise von
Dr. Rietz in Form einer digitalen Tabelle (Microsoft Excel® 2013) zur Verfigung
gestellt. Damals waren fur diese Untersuchung 264 Patienten auswertbar, 69
Patienten wurden aufgrund von nicht vollstandigen Patientendaten bzw. fehlender
detaillierter Informationen zum Sentinelstatus nach SLNB ausgeschlossen.

Da fur die vorliegende Arbeit im Vergleich zu der von Dr. Rietz weniger detaillierte
Sentinel-Informationen bendtigt werden, wird nochmals uUberprift, fur wie viele
Patienten die notwendigen Tumordaten, ein Ergebnis der Sentinelbiopsie sowie ein
pTNM-Stadium vorliegen.

Fir den anschlieRenden Zeitraum von 2012 bis 2015 generiert das Medizincontrolling
erneut eine Fallliste der entsprechenden Patienten. Diese basiert auf den ICD-Codes
fur die Diagnose eines malignen Melanoms sowie den OPS-Codes fur den Auftrag
einer Wachterlymphknotenbiopsie. Beide Codes basieren auf Klassifikationen der
WHO. Der ICD-Code (zu Deutsch und vereinfach ,Internationale Klassifikation der
Krankheiten®) ist ein weltweit anerkanntes System zur einheitlichen Benennung
medizinischer Diagnosen, wahrend der OPS-Code (,Operationen- und
Prozedurenschlissel®) die deutsche Modifikation der Internationalen Klassifikation der
Prozeduren in der Medizin (,ICPM") ist (17,18).

So wurden fur den Zeitraum von 2012 bis 2015 weitere 448 Falle, jedoch nur 446
Patienten ermittelt. Zwei Patienten sind hier doppelt aufgefuhrt, da sie 2 Melanome
hatten, fur die jeweils eine Sentinellymphknotenbiopsie durchgefuhrt wurde. Hieraus
ergibt sich fur den Zeitraum 2006-2015 ein Kollektiv von 830 Patienten.

Jedem der 830 Patienten wurde eine Studien-ldentifikationsnummer (Studien-ID) mit
aufsteigenden Zahlen in Reihenfolge der vom Medizincontrolling generierten Listen
zugeteilt. Diese sind fortlaufend nach dem Aufnahmedatum des Patienten an der
Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz sortiert.
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3.3.3 Follow-up & Einverstandniserklarung

3.3.3.1 Vitalstatus in Zusammenarbeit mit dem Krebsregister Rheinland-Pfalz

Zeitgleich zur Erhebung der Tumorparameter erfolgt die Recherche, um den Datensatz
mit den Vitaldaten und den Follow-up-Informationen der Patienten zu vervollstandigen.
Zuvor erfolgt ein Abgleich des Vitalstatus mit dem Krebsregister Rheinland-Pfalz
(RLP), sofern dieser dem Register bekannt ist. Damit soll vermieden werden, dass
bereits verstorbene Patienten angeschrieben werden. Im Falle des Versterbens eines
Patienten wird aus dem Register sowohl das Datum des Ablebens sowie die
Todesursache (melanomspezifisch, melanomunspezifisch, unbekannt) mitgeteilt. Zu
dem Zeitpunkt der Abfrage (Juli 2020) am Krebsregister RLP ist bereits das Versterben
von 166 Patienten bekannt. Hierbei sind 49 Betroffene am malignen Melanom und 58
Erkrankte ausdrucklich nicht am malignen Melanom verstorben. Bei weiteren 59
Patienten war zwar das Versterben selbst bekannt, die genaue Todesursache jedoch
nicht.

3.3.3.2 Patienten-Serienbrief

Mit Hilfe der Informationen des Krebsregisters RLP werden folglich Patienten mit
positivem bzw. unbekanntem Vitalstatus mit einem Serienbrief im Januar 2021
kontaktiert. In diesem Schreiben werden die Patienten ausfuhrlich GUber das geplante
Forschungsprojekt und Uber die Verarbeitung von personenbezogenen Daten
informiert. Es wird eine schriftiche Teilnahme-Einwilligung erbeten sowie ein
Fragebogen bezuglich des aktuellen Melanom-bezogenen Gesundheitszustandes und
der individuellen Ergebnisse aus Nachsorgeuntersuchungen beigelegt. Weiterhin wird
auch das schriftliche Einverstandnis zur Erlangung des betreffenden Gewebeblockes
aus dem internen Gewebearchiv der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz oder
von externen Pathologien, an denen die Untersuchungen zur Diagnosestellung des
Melanoms gemacht worden sind, eingeholt. Ebenfalls wird das Einverstandnis fur die
immunhistochemischen Biomarker-Untersuchungen sowie fur den daftr notwendigen
Datenaustausch pseudonymisierter Studiendaten in der Zusammenarbeit mit der
Firma Synvie GmbH, Munchen, eingeholt.

FUr Ruckfragen konnen sich die Patienten telefonisch oder schriftich an die

betreuende Oberarztin und Leiterin des dermatohistologischen Labors der Hautklinik

der Universitatsmedizin Mainz, || | | . \/<den.

Es werden insgesamt 664 Patienten schriftlich kontaktiert.
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Ein Erinnerungsschreiben an Patienten, die bis dahin noch nicht geantwortet haben,

wird im Mai 2021 versendet.

3.3.3.3  Ricklauf

Von den insgesamt 664 kontaktierten Patienten sind 399 personliche Ruckmeldungen
generiert worden. 388 Patienten haben ihr Einverstandnis zur Teilnahme an diesem
Studienprojekt erteilt. 11 Patienten lehnen eine Teilnahme ab. Bei weiteren 242
Patienten gab es keine Ruckmeldung. Betreffende Daten werden aus der
Datensammlung des Studienprojekts geloscht.

Bei weiteren 23 Patienten wird das Versterben durch Ruckmeldung von Angehdrigen
auf unser Schreiben bezlglich der Studienteilnahme sowie durch die interne
Recherche festgestellt. Ein eindeutiges Follow-up kann bei 12 Patienten ermittelt
werden. Die Ubrigen 11 Patienten mussen wegen Unklarheiten bezuglich des Follow-
ups ausgeschlossen werden. Die Daten dieser ausgeschlossenen Patienten sowie
aller Patienten, von denen keine Ruckmeldung erhalten wurde, werden ebenfalls aus

der Datensammlung des Studienprojektes geloscht.

Die im Fragebogen von den Patienten gemachten Angaben bezlglich ihres Melanom-
bezogenen Gesundheitszustandes sowie der Follow-up-Informationen, werden,
soweit dies moglich ist, mit den Ergebnissen klinikinterner Nachsorgeuntersuchungen
abgeglichen. Hierbei fallt auf, dass in einigen wenigen Fallen von Patienten ein
Progress nicht angegeben wird oder generell leicht abweichende oder ungenaue
Angaben gemacht werden. Dies wird versucht aufzuklaren, indem die Patienten erneut
telefonisch unter der von Ihnen fur Ruckfragen angegeben Telefonnummer kontaktiert
werden. Bei weiterhin bestehenden Unklarheiten wird nach erteilter Erlaubnis des
Patienten Rucksprache mit den behandelnden Facharzten fur Dermatologie gehalten.
Trotz dessen konnte bei insgesamt 22 Fallen kein konsistentes Bild zum Follow-up
ermittelt werden, weshalb diese Patienten aus der Kohorte exkludiert werden.

Generell wird das Follow-up als Zeitspanne zwischen dem Datum der Erstdiagnose
und dem Datum der letzten dermatologischen Nachsorgeuntersuchung definiert. Ein
Mindestdauer von 5§ Jahren des Follow-ups hat sich bei Studien zur Untersuchung von
prognostischen Biomarkern als Standard etabliert. In 27 Fallen werden jedoch auch
Patienten mit einer dermatologisch verifizierten Nachsorge von mindestens 3, aber
weniger als 5 Jahren ausgewertet. Eine Studie von Bleicher et al. aus dem Jahr 2020
konnte bei den Patienten mit malignem Melanom im Stadium Il bereits nach 2 bis 3
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Jahren nach Erstdiagnose einen Anstieg der Rezidivwahrscheinlichkeit beobachten
(103,104). Patienten mit einem Follow up von weniger als 3 Jahren ohne Rezidiv oder
Progress werden exkludiert. Mit einem kurzeren Follow-up-Zeitraum steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Rezidiv oder Progress nicht erfasst wird.

Patienten mit stattgefundenem Event im Zeitraum von weniger als 3 Jahren kdnnen
eingeschlossen werden, da hier der Endpunkt fiir eine Uberlebensanalyse erreicht ist
(n=17). Alle dieser 17 Patienten sind am malignen Melanom verstorben.

Insgesamt erliegen 57 der 393 untersuchten Patienten wahrend des
Beobachtungszeitraums dieser Studie dem malignen Melanom. Der Krankheitsverlauf
bis zum Tod melanomspezifisch verstobener Patienten kann zu grof3en Teilen, bei 41
Patienten, mithilfe von digitalisierten internen Arztbriefen nachvollzogen werden. Bei 6
Patienten ist das Follow-up teilweise, aber nicht vollstandig bis zu ihrem Versterben
bekannt. Dabei kann jedoch bei 2 Patienten bereits ein Fortschreiten der Erkrankung
festgestellt werden. Lediglich bei 10 Patienten sind keinerlei Informationen Uber den
Krankheitsverlauf vor ihrem melanomspezifischen Versterben ermittelbar. Diese
Patienten koénnen prinzipiell fur Analysen zum Melanomspezifischen Uberleben
herangezogen werden. Es besteht jedoch eine gewisse Unscharfe der Follow-up-
Informationen hinsichtlich des melanomspezifischen Krankheitsverlaufes bzw. der

Validitat der dokumentierten Todesursache.

3.3.4 Erhebung und Uberpriifung der klinisch/ pathologische Tumordaten

Seit dem Jahr 2006 werden an der Hautklinik parallel zu teilweise noch vorhandenen
Papierakten samtlich in der Klinik erhobene Daten elektronisch erfasst, die Uber das
operative Controlling der Universitatsmedizin zuganglich sind.

Die klinisch/ pathologischen Tumordaten des zu untersuchenden Primarmelanoms
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose werden mithilfe der digitalisierten Akten Uber das
klinikinterne SAP-Programm sowie dem Archiv der Dermatohistopathologie und der
von Herrn Dr. Rietz bereites erhoben Daten zusammengestellt und Gberpruft. Hierbei
werden Arztbriefe um den Zeitpunkt der Erstdiagnose, Histologieberichte Uber den
Primartumor sowie Pathologieberichte Uber die Sentinellymphknotenbiopsie
konsultiert. Insgesamt mussen 34 Patienten wegen unzureichenden Daten zum

Zeitpunkt der Erstdiagnose ausgeschlossen. Hierbei kann bei 10 Patienten die
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Diagnose eines primaren malignen Melanoms nicht eindeutig bestatigt werden. Bei
weiteren 17 Patienten erfolgt keine erfolgreiche Sentinellymphknotenbiopsie und bei 7
Patienten sind wichtige Daten nicht ermittelbar.

Insgesamt kann fur 393 Patienten ein vollstandiger Datensatz ermittelt werden.

3.4 Untersuchungen mit der 7-Biomarker-Signatur immunoprint®

3.4.1 Entstehung der Biomarkerkohorte

Wahrend der internen Recherche bezuglich der Tumordaten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose wird unter anderem der histologische Befundbericht des
Primarmelanoms der Patienten, bei denen eine SLNB durchgefuhrt werden soll,
konsultiert. Hierbei wird neben den Tumordaten auch die Histologienummer des
Gewebeblockes und das jeweilige untersuchungsdurchfuhrende Institut dokumentiert.

Antwortbriefe der angeschriebenen Patienten werden bis Ende 2021 berucksichtigt
und dokumentiert. Danach beginnen die Bemuihungen, die Gewebeblocke der
Patienten zu sammeln, die fur das Studienprojekt qualifiziert sind und die Patienten-
Einwilligung erteilt ist. Gewebeblocke der Patienten, die eine Melanomexzision an der
Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz haben durchfuhren lassen, werden soweit
verfugbar aus dem hausinternen dermatohistopathologischen Archiv bereitgestellt. So
kann bei 74 Patienten ein Gewebeblock fur die Biomarker-Untersuchung zur

Verfugung gestellt werden.

Bei Patienten mit auswartig durchgefuhrter Primarexzision besteht keine direkte
Verfugbarkeit der Gewebeblocke. Hierzu werden, sortiert nach durchfihrendem
pathologischem Institut, gesammelte Anfragen gestellt. Die Institute werden zuerst
telefonisch und bei erfolgreich besprochener Kooperation daraufhin postalisch
kontaktiert. Die Anfrage zur Ubersendung der Gewebebldcke wird erganzt durch eine
Synopse des Studienprojektes sowie Kopien des schriftlich erklarten
Einverstandnisses der lebenden betreffenden Patienten. Bezuglich der Gewebebldcke
bereits verstorbener Patienten wird auf eine Publikation des Verbands der Pathologen
aus dem Jahr 2018 verwiesen, welche die Eigentumsverhaltnisse von Gewebeblocken
nach Einbettung durch den Pathologen juristisch beleuchtet (105). So kdnnen
mogliche Bedenken zur Herausgabe und weiterer Untersuchung von Gewebeblocken
ausgeraumt werden.
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Leider sind aufgrund der empfohlenen Aufbewahrungspflicht von nur mindestens 2
Jahren bereits einige Praparate nicht mehr vorhanden. Insgesamt wurden uns von 20
externen Pathologien Gewebeblocke von 140 Patienten zugesendet. Teilweise sind
zwei oder mehrere Blocke pro Patienten vorhanden.

Bei Eingang der Gewebeblocke werden diese anhand der darauf vermerkten
Histologienummer mit der auf dem vorliegenden Primarhistologie-Bericht kontrolliert.
Hierbei sind 6 falsche Blocke identifiziert worden. Einer davon wird nach Rucksprache
mit der betreffenden Pathologie gegen den richtigen Gewebeblock ausgetauscht. Die
anderen 5 Gewebeblocke mussen fur die Biomarker-Untersuchung ausgeschlossen

werden.

Nach Dokumentation des Sendungs-Eingangs werden alle Gewebebldcke zusammen
mit einer ersten digitalen Tabelle Uber die bis zu diesem Zeitpunkt verfugbaren
Tumordaten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose an Synvie zur immunhistochemischen

Untersuchung ubergeben.

Insgesamt werden Gewebebldcke von 214 Patienten Ubersendet. 14 dieser Patienten
werden jedoch nach Bereitstellung der Blocke durch die pathologischen Institute
ausgeschlossen. Grinde daflr sind unzureichende Informationen zu den Klinisch/
pathologischen Parametern bei der Datenrecherche zur Zusammenstellung der
Gesamtkohorte (N=1), kein eindeutiges Primarmelanom (N=2), eine nicht erfolgreich
durchgefihrte SLNB (N=4), unzureichende Nachsorgeinformationen (N=4) sowie ein
unzulangliches Follow-up (<2 Jahre) (N=3).

Diese 14 nicht auszuwertenden sowie die 5 falschen Gewebebldcke werden trotzdem
zu Verwahrung an Synvie Ubergeben. So befinden sich alle Gewebeblocke am selben
Ort und kénnen im Anschluss schneller an die jeweils zur Verfigung stellende

Pathologie dankend zurtckgesendet werden.

3.4.2 Immunhistochemische Untersuchung

Die immunhistochemischen Untersuchungen werden in Kooperation mit der Firma
Synvie, Munchen, von geschulten und erfahrenen Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern nach einem manuellen Verfahren durchgefuhrt. Das Unternehmen

hat nach der Entwicklung der Signatur an der Universitdt Regensburg (8) die
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Lizenzrechte zur Weiterentwicklung und weiteren Verwertung der Signatur erworben.

Im Synvie eigenen Labor werden die Messungen nach etablierten SOPs durchgefuhrt.

Nach Eingang der 214 Gewebeblocke sowie der ersten digitalen Datentabelle im Labor
wird dort eine Eingangsliste erstellt. Jedem der Blocke wird eine Synvie-ID zugeordnet

und die verfugbaren Patientendaten werden pseudonymisiert erfasst und gespeichert.

Zudem werden die Histologienummern auf den Gewebeblocken erneut kontrolliert.
Obwonhl die Praparate von verschiedenen Instituten erstellt worden sind, gibt es keine
Dopplungen bei den beschrifteten Histologienummern. Deshalb werden im weiteren
Verlauf die Blocke anhand ihrer Beschriftung mit individueller Histologienummer

identifiziert.

Insgesamt liegen 195 Gewebebldcke von Patienten vor, zu denen es einen kompletten

Datensatz fur eine Auswertung gibt.

3.4.2.1  Zuschnitt der Gewebebldcke

Bei dieser Studie liegen die humanen Gewebeproben eingebettet in Paraffin in Form
eines Blockes vor. Zur weiteren Untersuchung mussen als Erstes Schnitte dieser
Blocke fur die immunhistochemischen Farbungen angefertigt werden. Dazu werden
die zu untersuchenden Paraffinblocke mit der Gewebeseite nach unten auf eine
Kuhlplatte gelegt und fur 10 bis 15 Minuten auf ca. -11° Celsius runtergekuhlt. Danach
werden vom Gewebeblock mittels eines Mikrotoms vom Typ microTec, Cut4060 mit
scharfer Klinge Gewebescheiben mit einer Dicke von 4um geschnitten. Der
Gewebeschnitt wird mit Hilfe einer Pinzette in ein auf 40° Celsius vorgewarmtes
Wasserbad Ubertragen. Von dort wird er auf einem vorher mit 99,8-prozentigen
Ethanol gereinigten Objekttrdger moglichst falten- und blasenfrei platziert. Zur
Zuordnung der Schnitte ist die Synvie-ID mit einem Bleistift auf dem Objekttrager
vermerkt. Direkt im Anschluss werden die Objekttrager, fixiert in einem Halter,
horizontal in einem Trockenschrank fur 30 Minuten bei 60° Celsius oder uber Nacht
bei 37° Celsius getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung der angefertigten Schnitte
werden diese in einem Objekttragerkasten gelagert und dies auch genau

dokumentiert.

Im Laufe dieses Prozesses mussen drei Falle fur die weitere Analyse ausgeschlossen

werden. Ursachlich dafir sind zum einen das Brechen eines Blockes bei dem Versuch
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des Schneidens mittels Mikrotoms, zum anderen das wiederholte Abschwimmen von
Gewebe von dem Objekttrager sowie ein nicht ausreichendes Gewebe, um alle 8
notwendigen Gewebeschnitte durchzufuhren.

3.4.2.2 Fdrbung der Gewebeschnitte

Die immunhistochemische Farbung der Gewebeschnitte erfolgt nach der LAB/ LSAB-
Methode (Labelled-Strept-Avidin-Biotin). Es ist die momentan am meisten verbreitete
Technik und basiert auf der starken Affinitat von Biotin und in diesem Fall Streptadivin.

Eine Farbentwicklung erfolgt durch das Chromogen (106).

Vor Beginn der eigentlichen Farbung mussen die Schnitte noch entparaffiniert und
rehydriert werden. Dazu werden sie fur 30 Minuten bei 70° Celsius, fixiert durch einen
Objekttragerhalter, vertikal in einen Trockenschrank gestellt. Anschlie3end werden die
Objekttrager mit Xylol, einer absteigenden Ethanol-Reihe, einem Wasserstoffperoxid-
Ethanol-Gemisch und destilliertem Wasser behandelt.

Es folgt eine Hitzevorbehandlung, um die Maskierung der Antigene zu l6sen und die
Bindungsstellen fur Antikorper freier zu machen. Dazu werden die Schnitte in einem
bereits fur 30 Minuten vorgekochten Citratpuffer fur weitere 40 Minuten dampfgegart.
Anschliel3end kuhlen die Schnitte erst fur 10 Minuten bei offener Kuvette und weitere
10 Minuten unter auflerer Kuhlung der offenen Kuvette in einem Bad aus standig

frischem Leitungswasser aus.

Nun werden die Objekttrager kurz in destilliertes Wasser getaucht und danach in einer
Kavette fur 5 Minuten mit einem Phosphatpuffer gewaschen. Das Gewebe auf dem
Objekttrager wird zur Begrenzung des aufzutragenden Antikérpers nach auf’en mit
einem Fettstift umkreist.

Zu Beginn der Farbung wird das Gewebe mit dem primaren Antikorper inkubiert. Far
die 7-Biomarker-Signatur immunoprint® wird zuerst eine Farbung mit dem S-100-
Antikorper durchgefuhrt, um die Prasenz eines malignen Melanoms auf dem zu
untersuchenden Gewebeblock nachzuweisen. Bei den Gewebeblocken von 7
Patienten ist das Ergebnis der S-100-Farbung negativ. Dies bedeutet, dass auf den fur
den Patienten zur Verfugung stehenden Gewebeblocken kein Tumorgewebe mehr
vorhanden ist. Die Patienten werden folglich fur die Biomarker-Kohorte

ausgeschlossen.
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Nach positiver S-100-Messung erfolgt die Farbung mit den 7 Biomarkern, aus denen
der Risikoscores der Signatur immunoprint® berechnet wird. Dazu zahlen die Proteine
Bax, B-Catenin, CD20, Bcl-X, MTAP, PTEN und Cox-2. Der jeweilige Antikorper wird
nun, verdunnt mit Diluent, fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Je nach
verwendetem primarem Antikorper variiert die Konzentration der Antikorper-Diluent-
Lésung. Im Anschluss wird die Antikorper-Losung von dem Objekttrager abgekippt und
der Objekttrager zweimal fir jeweils 2 Minuten mit einem Phosphatpuffer gewaschen.

Es folgt die Inkubation mit dem sekundaren biotinylierten Antikorper bei
Raumtemperatur in der Inkubationsbox fur 30 Minuten. Erneut wird die Antikorper-
Losung abgekippt und der Objekttrager zweimal fur jeweils 2 Minuten mit einem
Phosphatpuffer gewaschen.

Eine weitere Inkubation erfolgt mit einem Streptavidin-gekoppeltem Enzymkomplex,
der Meerrettichperoxidase, fur 15 Minuten.

Nach einer weiteren Waschung mit einem Phosphatpuffer nach vorherigem Schema
folgt die Inkubation mit einem  Aminoethylcarbazol-Substrat.  Dieses
immunhistochemische Chromogen-Substrat oxidiert an positiven Stellen zu einem
sichtbaren rot-braunen Endprodukt, um die Antikorperbindung sichtbar zu machen.
Zum Stoppen der Reaktion wird der Objekttrager nach Abkippen der Lésung in einem
Halter in eine mit destilliertem Wasser geflllte Klvette gestellt.

Es erfolgt eine Gegenfarbung mit saurer Hamalaun-Losung nach Mayer mit einer
Inkubation von 8 Minuten unter dem Abzug. Dann wird der Objekttrager in eine mit
Wasser gefullte Kuvette fur 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut, um
eine bessere Ubersicht im Kontrast zu nicht positiven Zellen und Gewebe darzustellen.
Damit sich kein Kalk bildet, wird der Objekttrager im Anschluss wieder in eine mit

destilliertem Wasser geflllte Kivette gestellt.

Zum Eindecken werden 2-3 Tropfen von dem Eindeckmedium Aquatex mit einer
Pipette aufgetragen. Darauf wird ein Deckglas luftblasenfrei aufgetragen.
Uberschiissiges Deckmedium wird mit 70-prozentigen Ethanol-Tiichern entfernt. Zur
Versiegelung wird auf den Objekttrager mit einem Pinsel Roti-Seal aufgetragen und

Farbedatum sowie laufende Nummer darauf dokumentiert.
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Als Positivkontrollen werden folgende Gewebe genutzt: S100 Nerv, CD20 Tonsille,
Bcl-X Mamma-Ca, Cox-2 Colon(-Ca), Bax Tonsille, B-Catenin Colon(-Ca), PTEN
Mamma-Ca, MTAP Colon(-Ca).

Zur Negativkontrolle wird ein Schnitt nicht mit dem eigentlichen primaren Antikorper
inkubiert, sondern nur mit dem Diluent im Sinne einer Isotypkontrolle inkubiert. Hier
dient die Negativkontrolle dazu, eine unspezifische Bindung des Sekundarantikorpers
in Form des Farbstoffs auszuschliel3en.

3.4.2.3 Digitalisierung der gefdrbten Gewebeschnitte
Es folgt eine Digitalisierung des Gewebeschnittes mit dem Scanner Nano Zoomer XR

der Firma Hamamatsu zur Archivierung und weiteren Auswertung.

3.4.3 Immunhistochemische Expressions-Analyse

Die Auswertung der gefarbten Gewebeschnitte erfolgt mit Hilfe eines Mikroskops
sowie anhand digitalisierten Scans. Zuerst werden die mit S-100 gefarbten Schnitte
untersucht, um sicherzustellen, dass auf allen verwendeten Gewebeblocken
ausreichend Gewebe eines malignen Melanoms vorhanden ist. In 185 Fallen kann das
Vorhandensein von relevantem Gewebe nachgewiesen werden. Bei 7 Fallen ist das
Ergebnis der S-100 Messung negativ. Betroffene Blocke werden fur weitere
Untersuchungen ausgeschlossen.

Fir die Bewertung der eigentlichen 7 Biomarker gibt es als Ergebnis 4 verschiedene
Kategorien. Abhangig von der Intensitat der Farbung kann die Bewertung entweder
negativ (0), einfach (+), zweifach (++) oder dreifach (+++) positiv sein.
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immunoprint® Risikoscore
PatID 591
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immunoprint® Risikoscore
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Abbildung 6: Beispiel der Férbung eines ,Low-Risk"-Melanoms

Die Bewertung selbst wird verblindet und von bis zu 3 Personen unabhangig
voneinander durchgeflhrt. Eine erste Bewertung erfolgte durch eine externe
Dermatohistopathologin, wahrend eine 2zweite Bewertung durch geschulte
Wissenschaftlerinnen durchgefuhrt wird, die auch im Labor die Farbungen
durchgefihrt haben. Im Fall von Abweichungen bei der Bewertung wird im Anschluss

ein gemeinsam vertretener Konsensus gefunden. Hierbei wird auch ein dritter
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Bewerter, ein in der Bewertung geschulter weiterer Wissenschaftler bzw.
Humanmediziner, konsultiert. Dazu werden auch die digitalisierten Scans aufgrund der
hoheren Auflésung herangezogen.

3.4.4 Berechnung des Risikoscores der 7-Biomarker-Signatur

Der Risikoscores der 7-Biomarker-Signatur immunoprint® berechnet sich aus einer
linearen Funktion. Als Variablen werden die patientenindividuellen Ergebnisse der
jeweiligen immunhistochemischen Farbung mit einem fur jeden der 7 Biomarker
spezifischen Koeffizienten multipliziert und durch die Anzahl der 7 Biomarker
normalisiert. Basierend auf diesem Risiko-Wert werden die Patienten entweder der
Gruppe mit niedrigem (,Low-Risk*) oder hohem Risiko (,High-Risk®) fur einen Ruckfall
bzw. ein Versterben zugeteilt. Der Grenzwert liegt bei 0,135. Patienten mit einem
Risiko-Wert von < 0,135 gehdren hierbei zur Gruppe mit niedrigem Risiko, wahrend
Patienten mit einem Risiko-Wert > 0,135 zur Gruppe mit hohem Risiko zahlen.

Von den 185 Fallen mit positiver S-100 Farbung kann bei 178 Patienten zunachst ein
Ergebnis ermittelt werden. In 7 Fallen kann kein Ergebnis mit der Biomarker-Signatur
bestimmt werden. Die Patienten werden aus der Biomarker-Kohorte ausgeschlossen.

3.4.5 Nachmessung der Tumordicke am Scan

Routinemalig wird an der S-100 Farbung die vorhandene Resttumordicke des
Melanoms im untersuchten Gewebeblock bestimmt und diese mit den Angaben bei
der Erstdiagnose verglichen, um sicherzustellen, dass ausreichend Resttumor
vorhanden ist. FUr die Untersuchungen an den Mainzer Patienten gab es zunachst
keine Einschrankungen bei der Resttumordicke. Die Erfahrung von Synvie bei der
Untersuchung weiterer Kohorten hat gezeigt, dass fur ein zuverlassiges Biomarker-
Signatur Messung eine Resttumordicke von ca. 40% notwendig ist. Ebenso zeigt die
Erfahrung, dass je nach Einbettung des Melanomgewebes im Paraffinblock
ungewohnliche und unplausible Tumordicken von Uber 200% gemessen werden

konnen.

Von den 178 Patienten, bei denen ein Biomarker-Signatur Ergebnis vorlag, waren bei
17 Melanomgeweben an der S-100 Farbung am Mikroskop Resttumordicken von
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<40% (Bereich 15%-39%) gemessen worden. Diese wurden nochmals an den Scans
der Gewebe nachgemessen, da die Scans eine hohere Auflosung erlauben. Im
Rahmen einer Reevaluierung der Tumordicken an den Scans der Gewebe wurden
lediglich bei 4 Melanomen Resttumordicken von 30-33% bestimmt. Diese wurden fur
eine finale Analyse der Biomarker-Kohorte ausgeschlossen. Der Grenzwert wurde fur

die Kohortenanalyse bei 35% Resttumordicke gesetzt.

Bei einem Melanom wurde sowohl im Mikroskop als auch im Scan des Gewebes eine
Resttumordicke von >350% gemessen. Aufgrund dieses unplausiblen Wertes konnte
nicht gesichert werden, welcher Teil des Melanoms im eingebetteten Gewebe in die
Untersuchung einging. Das Melanomgewebe wurde fur die Kohortenanalyse
ausgeschlossen.

3.4.5 Patienten mit Zweitmelanom

Im Verlauf der Datensammlung, die parallel zu den Biomarkermessungen erfolgte,
wurden 16 Patienten identifiziert, die vor oder zu dem Zeitpunkt der Erstdiagnose ein
weiteres Melanom diagnostiziert bekommen haben. Bei diesen Patienten ist das
Follow-up-Geschehen nicht eindeutig allein dem immunhistochemisch untersuchten
Melanom zuzuordnen. Da bisher der Einfluss eines Zweitmelanoms auf das Ergebnis
der Biomarker-Signatur nicht systematisch untersucht wurde, werden diese 16
Patienten fur die finale Biomarker-Kohorte exkludiert.

3.5 Flow-Chart zur Entstehung der Gesamt- und Biomarkerkohorte

Anhand des oben beschriebenen Prozesses entstand eine Gesamtkohorte von 393
Patienten, zu denen die relevanten klinisch-pathologischen Tumordaten sowie die
Vital- und Follow-up-Daten vorlagen.

FUr die Ergebnisse der Biomarker-Signatur immunoprint® werden 157 Patienten als
Biomarkerkohorte ausgewertet.
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Ein- / Ausschlusskriterien

+ Patienteneinverstandnis (Teilnahme an Biomarker-Projekt und
Zustimmung fiir Gewebeanalyse)

 Vitalstatus/ relevante Endpunkte bekannt (Outcome-Information zu MSS/
DMFS/ RFS) bei Follow-Up Zeitraum von mind. 5 Jahren

» Histologischer Befund inkl. Staging Information bekannt
(Dermatohistopathologischer u. pathologischer Bericht, Arztbrief)

* (Re-)Staging nach AJCC v8 eindeutig moglich

» dokumentierter erfolgreicher SLNB fiir untersuchtes Primar-MM

» Reprasentativer Gewebeblock verfligbar (Biomarker-Kohorte)

Procedere

(@

Kohorten-Erstellung aus interner Datenbank von dem operativen Controlling
der Universitatsmedizin N=830

(@

Vorauswahl fiir postalische Patientenbefragung durch Auskunft des
Krebsregister RLP

(@

Datenerhebung Follow-up: mi

nd. 5 Jahre/ MM-spezifisches Event
(fir MSS-/ DMFS-/

RFS-Analysen)

(@

Datenerhebung klin./ patholog. Tumordaten u. SLNB bei ED
Interne Recherche durch SAP/ Archiv

(@

(

Interne und externe Beschaffung von Gewebebldcken der Primarmelanome
mit anschlieRender Versendung an Synvie GmbH zur
immunhistochemischen Untersuchen mit der 7-Biomarker-Signatur
immunoprint®

(@

Volistandigkeitskontrolle relevanter Informationen fiir zu untersuchende
Gewebeblocke, sowie Kontrolle erhaltener Gewebeblocke selbst

(@

Vorauswahl der fir die Messungen der 7-Biomarker-Signatur geeigneten
Blocke

(

Durchfilihrung der Messungen der 7-Biomarker-Signatur

(@

Uberpriifung der Resttumordicke sowie Kontrolliiberpriifung am
Gewebescan

(

Abgrenzung von Patientenfallen mit weiterem bekannten diagnostizierten
MM bis zur ED des gemessenen MM

(

Biomarker-Kohorte
N=157

Abbildung 7: Procedere zur Entstehung des Flow-Charts
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Begutachtung der Ethik
- Positives Votum

A 4

Patienten mit diagnostiziertem MM und geplanter SLNB,
die sich an der Hautklinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz vorgestellt haben (2006-2015)
N=830

A\ 4

Verstorbene Patienten
l,melanomspezifisch N=49
— interne Recherche:

Patienten mit positivem/
unbekanntem Vitalstatus
N= 664
— postalische
Patientenbefragung:

v

Verstorbene Patienten N=117

* melanomunspezifisch
N=58

* Todesursache unbekannt
N=59

digitale Datenbank & Archiv Einverstandnis zur
Studienteilnahme & Follow
up
N=12

Bei melanomspezifisch
verstorbenen Patienten:
Recherche internes Follow-
up in SAP
N=61

Bei Patienten mit positivem/
unbekanntem Vitalstatus:
Schriftliches Einverstandnis
und Follow-up-Angabe
N=366

Klinisch/ pathologische Parameter des MM und
Sentinelstatus zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ermittelbar
N=

393

Gesamtkohorte
N=

393

Abbildung 8: Flow Chart der Gesamtkohorte
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Lost in Follow-up N=286

* Brief unzustellbar/ Keine
Antwort N=242

* Kein Einverstandnis zur
Studienteilnahme N=11

* Follow-up < 5 Jahre N=22

* Ruckmeldung durch
Angehdrige: verstorben
(Todesursache
unbekannt) N=11

Unzureichende ED-Daten

N=34

* Daten zu ED nicht
ermittelbar N=7

» Kein eindeutiges Primar-
MM N=10

* SLNB nicht erfolgreich
durchgeflhrt N=17
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Gewebeblock des Primarmelanoms vorhanden
N=214

Gewebeblocke intern
(Dermatohistopatholo
gisches Archiv der
Hautklinik und
Poliklinik der
Universitatsmedizin
Mainz)

N=74

Gewebeblocke extern
(Deutschlandweite
Einsendelabore flir

Pathologie/
Dermatohisto-
pathologie)
N=140

Bereits ausgeschlossene Patientenfalle

N=14

Unzureichende ED-Daten

» Daten ED nicht ermittelbar N=1

* Kein eindeutiges Primar-MM N=2

* SLNB nicht erfolgreich durchgefiihrt
N=4

Lost in Follow-up

* Nachsorgeinfo unzureichend N=4

* Follow-up <2 Jahre N=3

A 4

Gewebeblécke fir immunhistochemische
Biomarker Bestimmung (S-100, 7-Biomarker-
Signatur)

N=195

Falscher Block N=5

Gewebebldcke mit positiver S-100 Messung
N=185

A4

Messung nicht méglich N=3

* Gewebe auf Block nicht ausreichend
N=1

* Gewebe abgeschwommen N=1

* Block gebrochen N=1

S-100 negativ N=7

A

Melanome mit 7-Biomarker-Signatur Ergebnis
N=178

\ 4

Kein Ergebnis mit der 7-Biomarker-
Signatur N=7

A4
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3.6 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung zur Gesamtkohorte wurde unter Verwendung von SPSS
Statistics (Version 29 von IBM) auf Basis einer Excel-Arbeitsdatei erstellt. Die
statistische Auswertung zur Biomarkerkohorte wurde hingegen durch ein von Staburo
erstelltes Analyse-Tool in R, einer Open-Source-Programmiersprache, von der Firma

Synvie generiert und zur Verfugung gestellt.

Es werden deskriptive Analysen durchgefiihrt, um einen Uberblick (iber die jeweiligen
Kohorten zu bekommen.

Zudem werden Kaplan-Meier-Kurven erstellt zur Auswertung der Uberlebenszeiten.

Cox-Analysen sollen den jeweiligen Einfluss der klinisch/ pathologischen Parameter
auf die gewahlten Endpunkte darstellen.

Eine logistische Regressionsanalyse soll den prognostischen Wert der etablierten
klinisch/ pathologischen Parameter auf das Ergebnis einer
Sentinellymphknotenbiopsie untersuchen.

ROC-Analysen sollen den Mehrwert des Risikoscores im Vergleich zu den etablierten

klinisch/ pathologischen Parametern fir die Endpunkte ermitteln.

Zudem werden die Sensitivitat und die Spezifitdt sowie der negative und positive

pradiktive Wert der Signatur untersucht.

3.6.1 Primarer und sekundarer Endpunkt

Als primarer Endpunkt der Studie wird das melanomspezifische Uberleben untersucht.
Das MSS (melanoma-specific survival) gilt als wichtiges Kriterium fur Biomarker, um
eine Patientengruppe fur eine adjuvante Therapie zu selektieren und zu untersuchen.
Das Ziel hierbei ist es, das Patientengut zu stratifizieren, um jene Patienten ausfindig
zu machen, die ein hohe Progress-Risiko haben und von einer moglichen Therapie
profitieren konnen. Die Haufigkeit von MSS-Events steht vor allem im Zusammenhang

mit dem jeweiligen Tumor-Stadium und der Lange des untersuchten Zeitraums.

Oft wird auch das Gesamtuberleben ausgewertet, wenn die dazu bendtigenden Daten
vorliegen oder generiert werden konnen wie z.B. im Rahmen von prospektiven
Studien. Das OS (overall survival) beinhaltet im Gegensatz zum MSS nicht nur das
melanomspezifische Versterben, sondern betrachtet das Versterben im Allgemeinen,
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ohne die Todesursache zu bertcksichtigen. In dieser Studie entspricht das OS dem
MSS jedoch. Grund dafur ist das zumeist fehlende Follow-up von Patienten, die zwar
verstorben sind, jedoch explizit nicht am malignen Melanom oder an unbekannter
Ursache. Patienten, die einen Progress hatten und im Verlauf an dem malignen
Melanom verstorben sind, wurden zu grollen Teilen wahrend des weiteren
Krankheitsverlaufes bis zu Ihrem Versterben an der Universitatsmedizin Mainz betreut.
Patienten, die mit einem malignen Melanom diagnostiziert wurden, jedoch in den
ersten Jahren der Nachsorge keinen Progress hatten, wurden im Verlauf oft wieder
von Hautarzten nachgesorgt oder haben sich generell fur eine heimatnahe Nachsorge
entschieden.

Als sekundare Endpunkte wurden das fernmetastasenfreie Uberleben und rezidivfreie
Uberleben gewahlt.

Das DMFS (distant metastasis-free survival) betrachtet das Auftreten von
Fernmetastasen im weiteren Krankheitsverlauf nach Erstdiagnose und primarem
Staging. Wenn Patienten mit malignem Melanom erste Fernmetastasen diagnostiziert
bekommen, bedeutet dies, dass die Krebszellen bereits in groleren Mengen im Korper
zirkulieren. Die Lebenserwartung sowie die Uberlebenschancen betroffener Patienten
sinken hierbei deutlich. Um ein melanomspezifisches Versterben hinauszuzégern oder
zu verhindern, ist der Einsatz von Therapiemdglichkeiten wichtig. Je friher betroffene
Patienten diese Therapieoptionen aufgezeigt und ermoglicht bekommen, umso besser
stehen die Chancen auf einen positiven Einfluss bezlglich der Prognose.

Bei dem RFS wird das Auftreten eines Rezidivs in jeglicher Form berucksichtigt. Dies
beinhaltet das  Auftreten von Lokalrezidiven, Lymphknotenmetastasen,
Fernmetastasen sowie auch explizit das melanomspezifische Versterben. Hierfur wird
als Synonym auch oft der Begriff DFS (disease-free survival) verwendet (107,108). In
anderen Studien zum malignen Melanom wird das RFS teilweise auch ohne die
Berucksichtigung des melanomspezifischen Versterbens definiert, was auch seinen
Sinn hat.

Nicht zu verwechseln sind das in dieser Studie untersuchte recurrence-free survival
und das relapse-free survival. Das relapse-free survival findet Anwendung in
Untersuchungen von therapeutischen Interventionen. Es beschreibt die Zeitspanne
zwischen einer therapeutischen Intervention und dem Auftreten eines Progresses.

Diese Studie ist jedoch eine retrospektive Studie von Patientenfallen mit Erstdiagnose
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eines malignen Melanoms zwischen 2005 und 2015. Zu diesem Zeitpunkt waren
Therapieoptionen noch sehr begrenzt und oft nur in Form von einer Teilnahme an
Studien verfugbar und wurden somit in dieser Untersuchung nicht berucksichtigt.

Tabelle 9: Definitionen der Endpunkte

Endpunkt Definition

MSS Zeitspanne zwischen Erstdiagnose des untersuchten MMs und
dem melanomspezifischen Versterben des Patienten

DMFS Zeitspanne zwischen Erstdiagnose des untersuchten MMs und
dem Auftreten von Fernmetastasen

RFS Zeitspanne zwischen Erstdiagnose des untersuchten MMs und
dem Auftreten eines Progresses (Lokalrezidiv,

Lymphknotenmetastase, Fernmetastase, melanomspezifisches

Versterben des Patienten)
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4 Ergebnisse
4.1 Reklassifizierung nach AJCC'8

Die vorliegende Studie schliel3t Patienten ein, deren Erstdiagnose zwischen 2006 und
2015 erfolgte. Zu diesem Zeitpunkt war die 7. Edition der AJCC-Klassifikation der
geltende Standard fur die Stadieneinteilung des malignen Melanoms. Um die Daten
jedoch im Kontext der aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisse zu analysieren, wird
die gesamte Kohorte von 393 Patienten sowie die Subgruppe der Biomarkerkohorte
mit 157 Patienten gemal den Kriterien der 8. AJCC-Edition neu eingestuft. Dadurch
resultieren teils erhebliche Verschiebungen in der Stadienverteilung. Betroffen sind
dabei die pTNM-Stadien IA und IB sowie die Stadien IlIA bis IlIC.

4.1.1 Gesamtkohorte
200
150

100

- ||
1 || .. 1l .l N
1A IB 1A 1B IIC

1A 1B nc b v
m Stadium AJCC7th  m Stadium AJCC 8th
Abbildung 10: pTNM-Stadienverteilung nach AJCC'7 & 8 (Gesamtkohorte)

Das Balkendiagramm stellt die absolute Anzahl der Patienten in den jeweiligen Stadien
vor und nach der Umstufung gegenuber. Die auffalligsten Veranderungen betreffen die
frihen Stadien IA und IB sowie IIIB und IlIC.

So hat sich die Anzahl der Patienten im Stadium IA von 27 auf 59 mehr als verdoppelt.

Folglicherweise ist die Zahl der Patienten im Stadium IB von 186 auf 154 gesunken.
Die Stadien IIA, 1IB und IIC bleiben von einer Reklassifizierung unberuhrt.

Ebenfalls ist eine deutliche Abnahme bei den Patienten in Stadium [1IB von 30 auf 13
Patienten zu beobachten, wahrend im Stadium IlIA lediglich ein Patient wegfallt. Eine
deutliche Zunahme ist im Stadium IlIC von 13 auf 31 Patienten zu beobachten.
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Abbildung 11: Reklassifizierungsstréme der p TNM-Stadien von AJCC'7 zu'8 (Gesamtkohorte)

Das Sankey-Diagramm veranschaulicht diese Patientenverschiebungen im Detail.

Es zeigt, wie sich die gro3e Gruppe des alten Stadiums IB von AJCC'7 auf die neuen

Stadien IA und IB von AJCC'8 aufteilt.

Ebenso wird die komplexe Umstrukturierung innerhalb des Stadiums Il sichtbar. So

verlieren die alten Stadien IlIA und IlIC nur wenige Patienten, wahrend das Stadium

[1IB 6 Patienten an Stadium IlIA und sogar 15 Patienten an Stadium IlIC verliert. Somit

wird das Stadium IlIB von 30 auf 13 Patienten trotz minimaler Zugewinne aus den

Stadien 1A und IlIC reduziert. Auch wenn die neuen Stadien IlIA und IlIB ebenfalls

neue Patienten zugeordnet bekommen verringern sie sich trotzdem in ihrer

Gesamtzahl, wahrend die Gruppe der IlIC-Patienten von 13 auf 30 stark zunimmt. In

der Kohorte gibt es keinen Wechsel zu dem in AJCC’8 neu eingefuhrten Stadium IIID.

Ebenso bleiben Patienten der Stadien Il und IV unberiihrt.
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4.1.2 Biomarkerkohorte
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Abbildung 12: pTNM-Stadienverteilung nach AJCC'7 &8 (Biomarkerkohorte)

Analog zur Gesamtkohorte wurde die Reklassifizierung von der 7. zur 8. AJCC-Edition
ebenfalls fur die Subgruppe der 157 Patienten analysiert. Mit dem Vergleich der
Stadienzusammensetzung nach AJCC'8 von der Gesamtkohorte und der
Biomarkerkohorte Iasst sich Uberprufen, ob die Biomarkerkohorte eine reprasentative
Stichprobe der Gesamtkohorte darstellt.

Auch hier zeigt das Balkendiagramm die charakteristischen Verschiebungen. Die
Anzahl der Patienten im Stadium IA steigt von 10 auf 23 an, wahrend die des Stadiums
IB von 73 auf 60 sinken. Auch hier nimmt das Stadium IlIC von 5 auf 14 stark zu
wahrend sich das Stadium IlIB von 15 auf 3 noch deutlicher verkleinert. Das neue
Stadium [llIA steigt im Gegensatz zur Gesamtkohorte sogar leicht an von 12 auf 15
Patienten.
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Abbildung 13: Reklassifizierungsstréme der p TNM-Stadien von AJCC'7 zu'8 (Biomarkerkohorte)

Das Sankey-Diagramm verdeutlicht die zugrundeliegenden Patientenstrome der
Reklassifizierung fur die Biomarkerkohorte. Es wird sichtbar, dass sich die
Verschiebungen nicht nur in den friihen Stadien von IB zu |IA, sondern auch innerhalb
der komplexen Stadium-Ill-Gruppen analog =zur Gesamtkohorte verhalten.
Beispielsweise verteilen sich die 15 Patienten des alten Stadiums IlIB auf die neuen
Stadien IlIA (4Patienten), IlIB (3 Patienten) und IlIC (8 Patienten).
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4.2 Gesamtkohorte (n=393)

4.2.1 Kohortenbeschreibung
Tabelle 10: Deskriptive Analyse (Gesamtkohorte)

Patienten- und klinisch/ pathologische Parameter der Gesamtkohorte, sowie stratifiziert nach positivem vs. negativem
Sentinel-Status (alle, SLNB-, SLNB+)

Variable Kategorie Gesamtkohorte SLNB- Patienten SLNB+ Patienten p-Wert
(n = 393) (n=320; 81,4%) (n=73; 18,6%)
Follow-up Zeit 0,002
(Monate) Mittelwert (SD) 89 (37,5) 92,0 (36,5) 75,7 (38,9)
Median (Min, Max) 85 (0-172) 88,0 (0-172) 78 (0-156)
Geschlecht 0,120
mannlich 215 (54,7%) 169 (43,0%) 46 (11,7%)
weiblich 178 (45,3%) 151 (38,4%) 27 (6,9%)
Alter bei ED 0,192
(in Jahren) Mittelwert (SD) 57,5 (13,9) 57,1 (14,0) 59,4 (13,3)
Median (Min, Max) 59,0 (14-87) 58,0 (14-82) 59,0 (27-87)
Tumordicke 0,003
(in mm) Mittelwert (SD) 2,2(2,0) 2,0 (1,8) 3,0 (2,6)
Median (Min, Max) 1,5 (0-15) 1,4 (0-15) 2,0 (1-15)
Ulzeration <0,001
ja 94 (23,9%) 61 (15,5%) 33 (8,4%)
nein 299 (76,1%) 259 (65,9%) 40 (10,2%)
Mitose-Index 0,071
<1/mm? 70 (17,8%) 59 (15,0%) 11 (2,8%)
>1/mm? 179 (45,5%) 137 (34,9%) 42 (10,7%)
ohne Angabe 144 (36,6%) 124 (31,6%) 20 (5,1%)
Clark-Level 0,095
2 5(1,3%) 4 (1,0%) 1(0,3%)
3 72 (18,3%) 64 (16,3%) 8 (2,0%)
4 279 (71,0%) 221 (56,2%) 58 (14,8%)
5 11 (2,8%) 7 (1,8%) 4 (1,0%)
ohne Angabe 26 (6,6%) 24 (6,1%) 2 (0,5%)
Subtyp 0,230
ALM 17 (4,3%) 12 (3,1%) 5(1,3%)
andere 36 (9.2%) 31 (7,9%) 5(1,3%)
LMM 5(1,3%) 4 (1,0%) 1(0,3%)
NMM 91 (23,2%) 68 (17,3%) 23 (5,9%)
ohne Angabe 46 (11,7%) 36 (9,2%) 10 (2,5%)
SSM 198 (50,4%) 169 (43,0%) 29 (7,4%)
Lokalisation 0,583
Arm 64 (16,3%) 53 (13,5%) 11 (2,8%)
Bein 99 (25,2%) 81 (20,6%) 18 (4,6%)
FuB 26 (6,6%) 18 (4,6%) 8 (2,0%)
Hand 2 (0,5%) 2 (0,5%) 0 (0,0%)
Kopf/Hals 18 (4,6%) 16 (4,1%) 2 (0,5%)
Rumpf 184 (46,8%) 150 (38,2%) 34 (8,7%)
T Stadium <0,001
T1a 9 (7,6%) 9(2,3%) 0 (0,0%)
T1b 59 (9,7%) 50 (12,7%) 9 (2,3%)
T2a 176 (44,8%) 154 (39,2%) 22 (5,6%)
T2b 24 (6,1%) 18 (4,6%) 6 (1,5%)
T3a 36 (9.2%) 37 (9,4%) 6 (1,5%)
T3b 36 (9.2%) 25 (6,4%) 11 (2,8%)
T4a 18 (4,6%) 13 (3,3%) 5(1,3%)
T4b 28 (7,1%) 14 (3,6%) 14 (3,6%)
pTNM (AJCCS8) <0,001
1A 59 (15,0%) 59 (15,0%) 0 (0,0%)
1B 154 (39,2%) 154 (39,2%) 0 (0,0%)
A 54 (13,7% 54 (13,7%) 0 (0,0%)
B 37 (9,4%) 37 (9,4%) 0 (0,0%)
nc 13 (3,3%) 13 (3,3%) 0 (0,0%)
1A 29 (7,4%) 0 (0,0%) 29 (7,4%)
1B 13 (3,3%) 1(0,3%) 12 (3,1%)
nc 31 (7,9%) 2 (0,5%) 29 (7,4%)
v 3(0,8%) 0 (0,0%) 3 (0,8%)
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Die Tabelle zur Beschreibung des Patientenkollektivs liefert eine umfassende
deskriptive Analyse der Gesamtkohorte (n=393) und stratifiziert diese zusatzlich nach
dem Status des Wachterlymphknotens. Von den 393 Patienten weisen hierbei 320
(81,4%) einen negativen (SLNB-) und 73 (18,6%) einen positiven (SLNB+) Befund auf.

Die mediane Nachbeobachtungszeit betragt 85 Monate. Es zeigt sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,002). Die SLNB-
negativen Patienten haben eine mediane Follow-up-Zeit von 88,0 Monaten, wahrend
sie bei den SLNB-positiven Patienten bei 78,0 Monaten liegt.

Ebenso ist die Verteilung der Geschlechter in der SLNB-negativen Gruppe ahnlich,
wahrend in der SLNB-positiven Gruppe mit 63%"' mehr Manner zu finden sind.

Das mediane Alter bei Erstdiagnose liegt in der Gesamtkohorte bei 59 Jahren, und mit
54,7% sind Manner leicht in der Uberzahl. Der Median der Altersverteilung ist in beiden

Subgruppen vergleichbar.

Beim Mitoseindex gibt es mit 36,6% eine hohe Anzahl von fehlenden Werten. Die
verfigbaren Daten zeigen jedoch, dass 79 % der SLNB-positiven Patienten (42 von
53) einen Mitoseindex von >1/mm? haben, wahrend es bei SLNB-negativen Patienten

nur 70% sind (137 von 196). Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant
(p=0,071).

Der Clark-Level unterscheidet sich zwischen den Gruppen nicht signifikant (p=0,095).
In beiden Kollektiven ist der Clark-Level 4 am haufigsten vertreten, gefolgt von Clark-

Level 3.

Der haufigste Melanom-Subtyp ist in beiden Gruppen das superfiziell spreitende
Melanom (SSM), gefolgt vom nodularen malignen Melanom (NMM). In der SLNB-
positiven Gruppe ist der Anteil an NMM tendenziell héher und der Anteil an SSM
niedriger als in der SLNB-negativen Gruppe. Die Gesamtverteilung der Subtypen
zwischen den Gruppen ist jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,230).

' Die im weiteren Verlauf angegeben Prozentzahlen entstammen teilweise weiteren Berechnungen
basierend auf den vorliegenden Tabellen. Hier beispielhaft fiir die Subgruppe der sentinelpositiven
Patienten mit 63%=46(Anzahl Manner)/(46+27(Anzahl Frauen)).
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Statistisch signifikante Unterschiede finden sich bei der Tumordicke sowie der

Ulzeration.

So ist die Tumordicke nach Breslow bei Patienten mit positivem SLN-Befund mit einem
Median von 2,0 mm statistisch signifikant hoher als bei Patienten mit negativem

Befund mit einem Median 1,4 mm (p=0,003).

Noch pragnanter ist der Unterschied beim Vorhandensein einer Ulzeration. Wahrend
in der SLNB-negativen Gruppe nur etwa 19% der Tumore ulzeriert sind, trifft dies auf
45% der Tumore in der SLNB-positiven Gruppe zu (p<0,001).

Diese beiden Faktoren, also eine hohere Tumordicke und das Vorhandensein einer
Ulzeration, erweisen sich somit in dieser Kohorte als die starksten klinisch-
pathologischen Pradiktoren fur eine lymphogene Metastasierung in Form eines
positiven Sentinellymphknotenbefundes.

Diese Unterschiede in den Primartumoreigenschaften spiegeln sich direkt und
erwartungsgemal in der finalen Stadieneinteilung nach AJCC 8 wider (p<0,001). Per
Definition fuhrt ein positiver SLN-Befund zur Einteilung in ein hoheres Stadium der
pTNM-Kategorie Ill bzw. IV. Folglich befinden sich fast alle 320 SLNB-negativen
Patienten in den Stadien | oder |lI, wahrend alle 73 SLNB-positiven Patienten den

Stadien Ill oder IV zugeordnet werden.
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4.2.2 Kaplan-Meier-Analyse

Die Kaplan-Meier-Kurven visualisieren die Uberlebenswahrscheinlichkeiten der
gesamten Kohorte (n=393) Uber einen Zeitraum von bis zu 172 Monaten. Analysiert
werden drei klinische Endpunkte, namlich das melanomspezifische Uberleben (MSS),

das fernmetastasenfreie Uberleben (DMFS) und das rezidivfreie Uberleben (RFS).

4.2.2.1 MSS, DMFS, RFS
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Abbildung 14: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse (Gesamtkohorte)

Die 5-Jahres-Uberlebensrate flr das melanomspezifische Uberleben liegt bei 90%, die
10-Jahres-Rate bei 83%. Jedoch ist der Kurvenverlauf in den ersten Jahren relativ
flach und fallt dann langsam und kontinuierlich ab, was den Verlauf einer
Krebserkrankung mit verzogertem Metastasierungs- und Mortalitatsrisiko
widerspiegelt.
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Uberlebensfunktion
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Abbildung 15: Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse (Gesamtkohorte)
Die Kurve fiir das fernmetastasenfreie Uberleben (DMFS) ist dhnlich der des MSS. Die
Rate der Patienten, die nach 5 Jahren noch keine Fernmetastasen entwickelt hat,
betragt 87 %, nach 10 Jahren 83 %. Die grofe Ahnlichkeit zur MSS-Kurve verdeutlicht,
dass das Auftreten von Fernmetastasen mit der melanomspezifischen Mortalitat
korreliert.
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Uberlebensfunktion
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Abbildung 16:Rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse (Gesamtkohorte)

Die Kurve, die das rezidivfreie Uberleben (RFS) darstellt, fallt am steilsten ab. Die 5-
Jahres-Rate liegt hier bei 78%, die 10-Jahres-Rate bei 72%. Dieser starkere Abfall ist
zu erwarten, da der RFS-Endpunkt jegliche Form des Krankheitsruckfalls, namlich
auch Lokalrezidive und regionale Lymphknotenmetastasen erfasst, die bereits
innerhalb der ersten 36 Monaten bzw. der ersten 5 Jahren auftreten. Der Kurvenverlauf
zeigt, dass das hochste Rezidivrisiko innerhalb der ersten funf Jahre nach
Erstdiagnose besteht.
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4.2.2.2 MSS, DMFS, RFS stratifiziert nach SLN-Status

Die Uberlebenskurven werden hier getrennt fiir Patienten mit negativem (SLNB-) und
positivem (SLNB+) Sentinelbefund fir die Endpunkte MSS, DMFS und RFS analysiert

und demonstrieren die prognostische Bedeutung des Wachterlymphknoten-Status.

Bei allen drei Endpunkten ist eine klare und statistisch signifikante Trennung der
beiden Kurven zu erkennen. Die Kurven der SLNB-positiven Patienten verlaufen
durchgangig deutlich unterhalb derer der SLNB-negativen Patienten, was das deutlich
erhohte Risiko fur Tod, Fernmetastasierung und jegliche Art von Rezidiv fur diese

Patientengruppe belegt.
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Abbildung 17: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach SLN-Status (Gesamtkohorte)

So betragt beim melanomspezifischen Uberleben die 10-Jahres-Rate fiir SLNB-
negative Patienten 88%, fur SLNB-positive Patienten jedoch nur 63%, was einen
Unterschied von 25 Prozentpunkten ausmacht. Patienten mit positivem Sentinel-
Status haben somit bereits nach 5 Jahren mit 77% ein deutlich schlechteres Uberleben

als sentinelnegative Patienten langfristig nach 10 Jahren.
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Abbildung 18:Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach SLN-Status (Gesamtkohorte)
Ahnlich verhalt es sich beim fernmetastasenfreien Uberleben (DMFS), wo die 10-
Jahres-Raten bei 86% (SLNB-) gegenliber 69% (SLNB+) liegen. Weiterhin zu
beobachten ist, dass sich beide Kurven nach ca. 8 Jahren stabilisieren und keine

weiteren Ereignisse in Form von Fernmetastasen stattfinden.
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Abbildung 19:Rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach SLN-Status (Gesamtkohorte)
Der groRte Unterschied in den 5- bzw. 10-Jahres-Uberlebensraten ist beim
rezidivfreien Uberleben (RFS) zu erkennen. Wahrend 78% der SLNB-negativen
Patienten nach 10 Jahren rezidivfrei bleiben, sind es bei den SLNB-positiven Patienten
nur 44%. Dies bedeutet, dass mehr als die Halfte dieser Patienten innerhalb von 10
Jahren einen Krankheitsruckfall erleidet.
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4.2.2.3 MSS, DMFS, RFS stratifiziert nach pTNM-Stadium (AJCC'8)

Die Uberlebenskurven fiir MSS, DMFS und RFS werden hier fir jede einzelne

Stadiengruppe von |A bis IV dargestellt, was eine differenzierte Betrachtung des

Risikos ermoglicht. Sie bestatigen die prognostische Aussagekraft der nun aktuell
glltigen Stadieneinteilung nach der 8. Edition des AJCC innerhalb der untersuchten

Kohorte.
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Abbildung 20: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach p TNM-Stadium (Gesamtkohorte)

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

Fernmetastasenfreies Uberleben (DMFS)

0.0

0 50 100 150

Zeit in Monaten

Abbildung 21:Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach p TNM-Stadium (Gesamtkohorte)
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Abbildung 22: Rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach pTNM-Stadium (Gesamtkohorte)

Die Grafiken zeigen fur alle drei Endpunkte eine klare und zu erwartende treppenartige
Abstufung. Sie zeigt das mit hdherem Stadium die Prognose zumeist unglnstiger wird.
Die Kurven fur die Niedrigrisikostadien (wie IA, IB) verlaufen im oberen Bereich der
Grafik, wahrend die Kurven fur die Hochrisikostadien (insbesondere IIIB und IlIC)
deutlich schneller und tiefer abfallen.

Ein interessantes und fur die 8. Edition charakteristisches Detail ist jedoch die nicht
mehr streng lineare Abfolge der Prognosen. So ist deutlich zu erkennen, dass die
Uberlebenskurve fiir das Stadium llIA (iber der der Stadien IIB und IIC liegt.
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4.2.3 Uni- und multivariate Cox-Analyse

Die Tabelle prasentiert die Ergebnisse der Cox-Regressionsanalyse fur die
Gesamtkohorte, bestehend aus 393 Patienten. Diese Analyse zeigt den Einfluss
klassischer klinisch-pathologischer Risikofaktoren auf die drei Endpunkte
melanomspezifisches Uberleben, fernmetastasenfreies Uberleben und rezidivfreies
Uberleben. Es wird dabei der Einfluss der nach dem AJCC wichtigsten Variablen fir

das Uberleben wie die Tumordicke nach Breslow, das Vorhandensein einer Ulzeration

und der Wachterlymphknotenstatus untersucht, jedoch auch das Alter bei
Erstdiagnose sowie das Geschlecht mit einbezogen.
Tabelle 11: Cox-Regression fiir MSS, DMFS & RFS (Gesamtkohorte)
Univariat Multivariat
Patienten/ Variable/ HR (95% ClI) p-Wert HR (95% CI) p-Wert
Kohorte Prognostische
Faktoren
Gesamtkohorte MSSs
(n=393)
Tumordicke (mm) 1,309 (1,231-1,393) <0,001 1,227(1,152-1,306) <0,001
(I\,Elgesifg;sse: Ulzeration (0=nein) 0,314 (0,185-0,532) <0,001 0,550 (0,358-0,845) 0,006
DMFS: 56 Nodalstatus (0=Neg) 0,275 (0,161-0,469) <0,001 0,450 (0,288-0,703) <0,001
Rrei%e) Alter Diagnose (Jahre) 1,056 (1,032-1,081) <0,001 1,037 (1,019-1,055) <0,001
Geschlecht (W) 0,499 (0,282-0,882) 0,017 1,115 (0,729-1,706) 0,617
DMFS
Tumordicke (mm) 1,328 (1,239-1,423) <0,001 1,284 (1,190-1,384) <0,001
Ulzeration (0=nein) 0,435 (0,252-0,752) 0,003 0,685 (0,390-1,201) 0,187
Nodalstatus (0=Neg) 0,387 (0,221-0,679) <0,001 0,529 (0,295-0,950) 0,033
Alter Diagnose (Jahre) 1,030 (1,008-1,052) 0,007 1,017 (0,995-1,040) 0,122
Geschlecht (W) 0,562 (0,323-0,977) 0,041 1,314 (0,746-2,314) 0,344
RFS
Tumordicke (mm) 1,281 (1,215-1,350) <0,001 1,215 (1,144-1,290) <0,001
Ulzeration (0=nein) 0,346 (0,232-0,516) <0,001 0,592 (0,386-0,909) 0,016
Nodalstatus (0=Neg) 0,332 (0,219-0,504) <0,001 0,473 (0,304-0,738) <0,001
Alter Diagnose (Jahre) 1,040 (1,023-1,057) <0,001 1,026 (1,009-1,043) 0,003
Geschlecht (W) 0,554 (0,365-0,841) 0,006 1,466 (0,964-2,231) 0,074

Endpunkte: Melanom spezifisches Uberleben MSS (Melanoma-Specific Survival), Fernmetastasen-freies Uberleben DMFS
(Distant-Metastasis-Free Survival), Rezidiv-freies Uberleben RFS (Recurrence-Free Survival)
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Es wird unterschieden zwischen der univariaten Analyse, die jeden Faktor isoliert
betrachtet, und der multivariaten Analyse, die den unabhangigen Vorhersagewert
jedes Faktors bei gleichzeitiger Berucksichtigung aller anderen Variablen ermittelt.

In der univariaten Analyse erweisen sich alle untersuchten Faktoren als signifikante
Pradiktoren fur den Krankheitsverlauf. So erhoht eine Zunahme der Tumordicke das
Risiko fur alle negativen Endpunkte signifikant. Ebenso sind das Vorhandensein einer
Ulzeration und ein positiver Nodalstatus Risikofaktoren, die die Uberlebenschancen
erheblich verschlechtern. Auch ein hoheres Alter bei der Diagnose ist durchweg mit
einer schlechteren Prognose assoziiert. Interessanterweise zeigt sich das weibliche
Geschlecht in dieser Einzelbetrachtung als ein signifikanter Schutzfaktor mit einem
geringeren Risiko fur Tod, Metastasierung und Rezidiv.

Die multivariate Analyse liefert ein praziseres Bild, indem sie die unabhangigen
Prognosefaktoren herausfiltert. Fiir das melanomspezifische Uberleben bleiben die
vier Faktoren Tumordicke, Ulzeration, Nodalstatus und Alter bei Diagnose allesamt
signifikante, unabhangige Pradiktoren fur das Versterben am Melanom.

Zur Vorhersage des fernmetastasenfreien Uberlebens stellen sich die Tumordicke und
der Nodalstatus als die starksten unabhangigen Risikofaktoren heraus.

Ein ahnliches Bild wie beim MSS zeigt sich fir das rezidivireie Uberleben. Auch hier
bleiben Tumordicke, Ulzeration, Nodalstatus und Alter bei Diagnose starke und
voneinander unabhangige Risikofaktoren. Das weibliche Geschlecht verliert in allen
multivariaten Modellen seine Signifikanz, was darauf hindeutet, dass sein scheinbar
schiutzender Effekt durch andere Faktoren erklart wird.

Zusammenfassend untermauert diese umfassende Analyse fur die Gesamtkohorte die
prognostische Gultigkeit der im AJCC-Staging-System verwendeten Kernkriterien.
Tumordicke, Ulzeration und der Status der Wachterlymphknoten sind die robustesten
und wichtigsten unabhangigen Faktoren zur Vorhersage des Krankheitsverlaufs bei
Melanompatienten. Zusatzlich stellt auch das Alter des Patienten einen

eigenstandigen Risikofaktor dar.
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4.2.4 Uni- und multivariate logistische Regression zur Vorhersage des SLN-Status

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse einer logistischen Regression, welche klinisch-
pathologischen Faktoren am besten den Status des Wachterlymphknotens (positiv vs.
negativ) vorhersagen kénnen. Das Ergebnis wird als Odds Ratio angegeben, welche
die Wahrscheinlichkeit fur einen positiven SLN-Status beschreibt.

Tabelle 12: Logistische Regression flir MSS, DMFS & RFS (Gesamtkohorte)

Univariat Multivariat
Variable/ OR (95% CI) p-Wert OR (95% ClI) p-Wert
Prognostische Faktoren
Alter bei Diagnose 1,013 (0,994-1,032) 0,192 0,994 (0,972-1,015) 0,564
Geschlecht 1,522 (0,902-2,569) 0,116 0,686 (0,376-1.253) 0,220
Typ SMM (Referenz univariat) 0,243 0,417 (0,060-2,875) 0,375
ALM (Referenz multivariat) 2,428 (0,796-7,406) 0,119 0,680
andere 0,940 (0,338-2,616) 0,906 0,404 (0,048-3,421) 0,406
LMM 1,457 (0,157-13,501) 0,740 1,651(0,072-37,951) 0,754
NMM 1,971 (1,065-3,647) 0,031 0,564 (0,079-4,037) 0,568
o.A. 1,619(0,725-3,616) 0,240 0,714 (0,098-5,227) 0,740
Lokalisation Rumpf (Referenz univariat) 0,673 0,993 (0,436-2,259) 0,986
Arm (Referenz multivariat) 0,916 (0,433-1,936) 0,818 0,795
Bein 0,980 (0,521-1,844) 0,951 1,119 (0,490-2,933) 0,691
FuB 1,961(0,787-4,882) 0,148 1,088(0,211-5,613) 0,920
Hand 0,000 (0,000-0,000) 0,999 0,000 (0.000-0,000) 0,999
Kopf/ Hals 0,551(0,121-2,512) 0,442 0,313 (0,053-1,858) 0,201
Tumordicke in mm 1,223(1,091-1,372) <0,001 1,110 (0,955-1,292) 0,174
Ulzeration 3,503 (2,044-6,003) <0,001 2,878 (1,570-5,276) <0,001
Mitoseindex 0. A. (Referenz univariat) 0,074 0,587 (0,247-1,397) 0,228
<1/mm? (Referenz multivariat) 1,156 (0,520-2,568) 0,722 0,192
>1/mm? 1,901 (1,059-3,413) 0,032 1,029 (0,461-2,297) 0,944
Clark-Level 0. A. (Referenz univariat) 0,117 0,387 (0,024-6,319) 0,505
2 (Referenz multivariat) 3,000 (0,218-41,351) 0,412 0,651
3 1,500 (0,297-7,572) 0,624 0,621 (0,051-7,553) 0,708
4 3,149 (0,723-13,713) 0,126 0,996 (0,090-10,993) 0,997
5 6,857 (1,031-45,604) 0,046 1,081 (0,062-18,962) 0,957
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In der univariaten Analyse, in der jeder Faktor einzeln gepruft wird, bestatigen sich die
Erwartungen aus den Leitlinien. Die Tumordicke (OR=1,22), das Vorhandensein einer
Ulzeration (OR=3,50), eine erhdhte Mitoserate (OR=1,90) und ein hoher Clark-Level
(Level 5: OR=6,86) erhdhen jeweils fur sich genommen signifikant die
Wahrscheinlichkeit fur einen positiven Lymphknotenbefund. Auch der histologische
Subtyp des noduldren malignen Melanoms (NMM) ist mit einem erhdhten Risiko

assoziiert.

Das Ergebnis der multivariaten Analyse ist jedoch besonders markant. Werden alle
Faktoren in ein gemeinsames statistisches Modell aufgenommen, um ihren
unabhangigen Beitrag zu bewerten, bleibt nur noch das Vorhandensein einer
Ulzeration als einziger Faktor mit hoher Signifikanz als Pradiktor Gbrig (OR=2,88;
p<0,001). Alle anderen Parameter, einschliel3lich der Tumordicke, verlieren in diesem

kombinierten Modell ihre statistische Signifikanz.
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4.3 Biomarkerkohorte

4.3.1 Kohortenbeschreibung

Tabelle 13: Deskriptive Analyse (Biomarkerkohorte)

Patienten- und klinisch/ pathologische Parameter der Biomarkerkohorte, sowie stratifiziert nach High- vs. Low-risk
(alle, Low-risk, High-risk)

Variable Kategorie Biomarkerkohorte ~ Low-risk Patienten  High-risk Patienten p-Wert
(n =157) (n=50; 31,8%) (n=107; 68,2%)
Follow-Up Zeit
(Monate) Mittelwert (SD) 83,5 (34,7%) 86 (29,2) 82,4 (37,1) 0,5106
Median (Min, Max) 79 (4-170) 79,5 (15-170) 79 (4-164)
Geschlecht 0,8639
mannlich 87 (55,4%) 27 (17,2%) 60 (38,2%)
weiblich 70 (44,6%) 23 (14,6%) 47 (29,9%)
Alter bei ED
(in Jahren) Mittelwert (SD) 58,5 (15,0) 59,7 (13,2) 57,9 (15,8) 0,4763
Median (Min, Max) 59 (17-87) 59,5 (25-82) 59 (17-87)
Tumordicke
(in mm) Mittelwert (SD) 2,2 (1,7) 1,4 (0,62) 2,6 (1,9) <0,0001
Median (Min, Max) 1,5 (0,6-8,3) 1,1 (0,6-3,9) 1,8 (0,8-8,3)
Ulzeration n.c.
ja 40 (25,5%) 4(2,5%) 36 (22,9%)
nein 117 (74,5%) 46 (29,3%) 71 (45,2%)
SLN-Status 0,4178
positiv 35 (22,3%) 9 (5,7%) 26 (16,6%)
negativ 122 (77,7%) 41 (26,1%) 81 (51,6%)
Clark-Level n.c.
2 3 (1,9%) 1(0,6%) 2 (1,3%)
3 24 (15,2%) 12 (7,6%) 12 (7,6%)
4 116 (73,9%) 32 (20,4%) 84 (53,5%)
5 4 (2,5%) 0 (0%) 4(2,5%)
ohne Angabe 10 (6,4%) 5 (3,2%) 5 (3,2%)
Subtyp n.c.
ALM 13 (8,3%) 4 (2,5%) 6 (3,8%)
Andere 12 (7,7%) 5 (3,2%) 7 (4,5%)
LMM 3 (1,9%) 1(0,6%) 2 (1,3%)
NMM 36 (22,9%) 3(1,9%) 33 (21%)
ohne Angabe 7 (4,4%) 3 (1,9%) 4(2,5%)
SSM 89 (56,7%) 34 (21,7%) 55 (35%)
T Stadium n.c.
T1a 4 (2,5%) 4 (2,5%) 0 (0%)
T1b 25 (15,9%) 14 (8,9%) 11 (7%)
T2a 69 (44%) 26 (16,6%) 43 (27,4%)
T2b 7 (4,4%) 1(0,6%) 6 (3,8%)
T3a 19 (12,1%) 3(1,9%) 16 (10,2%)
T3b 14 (8,9%) 2 (1,3%) 12 (7,6%)
T4a 4(2,5%) 0 (0%) 4(2,5%)
T4b 15 (9,6%) 0 (0%) 15 (9,6%)
PTNM (AJCCS) n.c.
IA 23 (14,6%) 14 (8,9%) 9 (5,7%)
B 60 (38,2%) 24 (15,3%) 36 (22,9%)
IIA 21 (13,4%) 2 (1,3%) 19 (12,1%)
B 10 (6,3%) 1(0,6%) 9 (5,7%)
Ic 8 (5,1%) 0 (0%) 8 (5,1%)
A 15 (9,5%) 6 (3,8%) 9 (5,7%)
B 3 (1,9%) 1(0,6%) 2 (1,3%)
ne 14 (8,9%) 1(0,6%) 13 (8,3%)
WY 3 (1,9%) 1(0,6%) 2 (1,3%)

p-Wert: Exakter Test nach Fisher fir kategorische Variablen; t-Test fiir kontinuierliche Variablen.
Im Fall von weniger als 5 Patienten pro Untergruppe wurde der Exakte Test nach Fisher fiir kategorische Variablen nicht berechnet.
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Die Tabelle beschreibt die Zusammensetzung der Biomarkerkohorte (n=157) und
vergleicht die Patienten, die von der 7-Biomarker-Signatur als ,Low-Risk” (n=50) bzw.
,=High-Risk* (n=107) eingestuft werden. Ziel dieser Analyse ist es zu verstehen, ob es
Unterschiede hinsichtlich der klinisch-pathologischen Merkmale zwischen der ,Low-
Risk“- und ,High-Risk“-Gruppe der immunhistochemischen Biomarker-Signatur

immunoprint® gibt.

Demografische Faktoren wie Alter und Geschlecht sind zwischen den beiden
Risikogruppen gleichmalig verteilt und es gibt keinen signifikanten Unterschied.

Signifikante Unterschiede zeigen sich jedoch bei den etablierten tumorbiologischen
Eigenschaften und pathologischen Risikofaktoren. Die Tumoren der ,High-Risk"-
Gruppe sind im Median signifikant dicker (1,8 mm) als die der ,Low-Risk“-Gruppe (1,1
mm; p<0,0001). Noch deutlicher ist der Zusammenhang mit der Ulzeration. So werden
36 der 40 ulzerierten Tumoren der Kohorte in die ,High-Risk“-Gruppe eingeordnet,

wahrend nur 4 in der ,Low-Risk“-Gruppe zu finden sind.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Biomarker-Signatur mit bekannten histologischen
Hochrisikomerkmalen korreliert und diese erkennt. Ein interessanter Befund ist jedoch,
dass der SLN-Status sich zwischen den Gruppen nicht signifikant unterscheidet
(p=0,4178). Zwar finden sich mehr SLN-positive Patienten in der ,High-Risk“-Gruppe
(26 vs. 9), aber der Unterschied ist statistisch nicht eindeutig.

Die Verteilung uber die AJCC-Stadien bestatigt dieses Bild. Die ,Low-Risk“-Gruppe
besteht fast ausschlieBlich aus Patienten der Stadien |IA und IB, wahrend die ,High-
Risk“-Gruppe fast alle Patienten der Stadien Il und Il enthalt. Die Signatur ist also in
der Lage, die durch das Staging definierte Risikoverteilung auf molekularer Ebene zu
bestatigen. Trotzdem fallt auf, dass auch eine hohe Patientenanzahl in den niedrigen
Stadien wie z. B. IB ein ,High-Risk“-Ergebnis aufweisen. So gehéren nach der
Biomarker-Signatur Immunoprint® 60%?2 der Patienten im Stadium IB und 91% im
Stadium IlA zur ,High-Risk“-Gruppe.

2 Berechnung analog siehe FuRRnote 1.
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4.3.1.1 Deskriptive Analyse der pT-Stadien

Die Grafiken in diesem Abschnitt visualisieren die Verteilung des 7-Biomarker-
Signatur-Risikoscores in Abhangigkeit vom pT-Stadium nach der 8. AJCC-Edition fur
die 157 Patienten der Biomarkerkohorte. Wie bereits beschrieben liegt der Cut-off zur
Unterscheidung von ,Low-Risk® und ,High-Risk® bei 0,135.
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Abbildung 23: Box-Plot der pT-Stadienverteilung in High & Low Risk (Biomarkerkohorte)

Der obere Box-Plot stellt die Verteilung der numerischen Risikoscores fur jedes pT-
Stadium von pT1a bis pT4b dar. Es ist ein deutlicher Trend erkennbar. Mit steigendem
pT-Stadium und damit dickerem Tumor steigt tendenziell der Median des Risikoscores
an. Die Stadien pT1a und pT1b weisen uberwiegend Patienten im ,Low-Risk“-Bereich
auf, wahrend in den hoheren Stadien ab T2a die ,High-Risk“-Patienten dominieren und
die Scores hoher liegen. Auffallig ist zudem, dass innerhalb der pT2-pT4-Kategorien
jeweils der Median der pTbh-Gruppe oberhalb der der pTa-Gruppe liegt, was auf die
Ulzeration zurGckzufuhren ist.
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Abbildung 24: Balkendiagramm der pT-Stadienverteilung in High & Low Risk (Biomarkerkohorte)

Das untere Balkendiagramm quantifiziert diese Verteilung in absoluten Zahlen. So
besteht die T1a-Gruppe allein aus ,High-Risk“-Patienten. Im Stadium pT1b Uberwiegt
die Anzahl der ,Low-Risk“-Patienten die der ,High-Risk“-Patienten. Ab Stadium T2a
bis T3b kehrt sich dieses Verhaltnis wieder um. In den Stadien T4a und T4b sind
ausschlieRlich ,High-Risk“-Patienten zu finden.
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4.3.1.2 Deskriptive Analyse der pTNM-Stadien

Diese Abbildungen zeigen die Verteilung der Risikoscores und der Risikogruppen,
,Low-Risk“ und ,High-Risk", in Relation zur finalen pTNM-Stadieneinteilung nach der
8. Edition des AJCC.
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Abbildung 25: Box-Plot der pTNM-Stadienverteilung in High & Low Risk (Biomarkerkohorte)

Der Box-Plot veranschaulicht, wie der Median des Risikoscores ebenfalls in den
hoheren pTNM-Stadien zunimmt. Die Stadien IA und IB zeigen eine breite Streuung
der Scores mit einem hoheren Anteil an ,Low-Risk®-Patienten. Ab Stadium IIA steigt
der Median des Scores deutlich an. Die Stadien IIB, IIC und insbesondere |lIC
bestehen fast ausschlie3lich aus Patienten mit hohen Risikoscores und ,High-Risk®-
Kategorie. Hervorzuheben ist der Verlauf in den Stadien Ill, wo ein Abfall des Medians
in I1IA zu beobachten ist. Dieser Verlauf entspricht den Ergebnissen der Kaplan-Meier-
Analysen fur das pTNM-Stadium nach der 8.Edition des AJCC. Im Stadium IlIA,
welches durch Mikrometastasen definiert ist bei einem pN-Stadium von N1a und N2a
in Kombination mit geringer T-Kategorie, sind niedrigere Scores zu finden, wobei auch
eine Unterscheidung in ,Low-Risk® und ,High-Risk® erfolgt.
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Abbildung 26: Balkendiagramm der p TNM-Stadienverteilung in High & Low Risk (Biomarkerkohorte)

Das Balkendiagramm zeigt die Zahl der Patienten in den jeweiligen pTNM-Stadien.
Wahrend in den Stadien IA und IB eine substanzielle Anzahl von Patienten als ,Low-
Risk® eingestuft wird, werden die Stadien IIA, 1B und IIC fast vollstdndig von ,High-
Risk“-Patienten dominiert. Lediglich bei den Patienten des Stadiums IlIA steigt die
Anzahl an ,Low-Risk®-Patienten wieder an.
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4.3.1.3 Deskriptive Analyse der Melanomtypen

Die Grafiken analysieren die Verteilung des Risikoscores der 7-Biomarker-Signatur
stratifiziert nach dem histologischen Subtyp des Melanoms.
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Abbildung 27: Box-Plot der Melanomtypverteilung in High & Low Risk (Biomarkerkohorte)

Der Box-Plot zeigt die Verteilung der Scores fur die Subtypen Akral-lentiginses
Melanom (ALM), undifferenziert (INDIF), Lentigo-maligna-Melanom (LMM), Nodulares
Melanom (NMM) und Superfiziell-spreitendes Melanom (SSM). Es ist erkennbar, dass
die meisten Patienten in der Kohorte den Subtyp SSM haben, gefolgt vom nodularen
Subtyp. Der Subtyp NMM zeigt dabei den hochsten Median im Risikoscore, da fast
alle NMM-Patienten ein ,High-Risk"-Signaturergebnis zeigen.
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Abbildung 28:Balkendiagramm der Melanomtypeverteilung in High & Low Risk (Biomarkerkohorte)
Das Balkendiagramm quantifiziert dies. Beim NMM (n=36) werden 33 Patienten als
,2High-Risk* eingestuft, wahrend nur 3 als ,Low-Risk" klassifiziert werden. Auch beim
SSM, dem haufigsten Subtyp in der Kohorte (n=89), ist der Anteil der ,High-Risk"-
Patienten (n=55) deutlich héher als der der ,Low-Risk“-Patienten (n=34).
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4.3.2 Kaplan-Meier-Analyse

Die Kaplan-Meier-Analysen werden fur die Biomarkerkohorte, aber auch flr
stadienspezifische Subgruppen, stratifiziert nach dem Ergebnis der 7-Biomarker-
Signatur (,Low-Risk® vs. ,High-Risk*), durchgefiihrt. Untersucht werden die gesamte
Biomarkerkohorte Uber alle pTNM-Stadien [-IV. Ebenso betrachtet wird die
Subgruppen IA-lIA, welche jene Patienten darstellt, fur die es noch keine zugelassene
adjuvante Therapie fur das maligne Melanom gibt. Die Subgruppe IB-IIA analysiert die
Patienten, fur die Studien mit adjuvanten Therapien aktuell in Betrachtung gezogen
werden. Die Subgruppe Ill wird untersucht, um eine potenzielle Identifizierung von
Niedrigrisikopatienten insbesondere im Stadium IlIA zu prufen. Diese Graphen stellen
das zentrale Ergebnis der Biomarker-Validierung dar. Es soll die Fahigkeit der
Signatur, Patienten in Gruppen mit unterschiedlicher Prognose zu trennen, Uberpruift

werden.

4.3.2.1 Biomarkerkohorte n=157

A: Melanom-spezifisches Uberleben (MSS)
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Abbildung 29: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte)
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B: Fernmetastasen-freies Uberleben (DMFS)

Strata =+ all =+ riskgroup:.LR =+ riskgroup:HR
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Abbildung 30: Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte)

C: Rezidiv-freies Uberleben (RFS)
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Abbildung 31:Rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte)
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Das auffalligste Ergebnis zeigt sich bei der Analyse des rezidivfreien Uberlebens. Die
beiden Kurven sind weit voneinander getrennt (p=0,00043). Wahrend Patienten der
,Low-Risk“-Gruppe eine 10-Jahres-Prognose ohne Rezidiv von 92 % aufweisen, liegt
diese Rate in der ,High-Risk“-Gruppe bei nur 54%.

Fur die Endpunkte, das melanomspezifische und das fernmetastasenfreie Uberleben,
ist die Trennung der Kurven ebenfalls statistisch signifikant (p=0,033 fir MSS) bzw.
knapp signifikant (p=0,051 fir DMFS). Die 10-Jahres-Uberlebensraten fiir ,Low-Risk*-
Patienten sind mit 93% (MSS und DMFS) ebenfalls sehr hoch. Fir die ,High-Risk"-
Patienten liegen sie deutlich darunter bei 75% (MSS) und 78% (DMFS).
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4.3.2.2 pTNM-Stadien la-Ila der Biomarkerkohorte n=104

Diese Kaplan-Meier-Analysen untersuchen die prognostische Aussagekraft der 7-
Biomarker-Signatur spezifisch innerhalb der klar definierten Niedrigrisiko-Subgruppe
der Stadien IA bis IIA (n=104).

A: Melanom-spezifisches Uberleben (MSS)

Strata =+ all =+ riskgroup:LR =+ riskgroup:HR

1.00 1 T L o +
- et ————t
QU‘TS
o
©
o
o
S.0.50 1
©
=
% 5-Y 10-Y
0.25
p=0.17 LR 9% 9%
. HR 95%  86%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Time in months

Number at risk

104 103102101 99 96 92 62 49 36 25 17 14

40 40 40 40 40 39 39 25 20 13 9 6 4

64 63 62 61 59 57 53 37 29 23 16 11 10

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 1
Time in months

Strata
i1

Abbildung 32: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte,
pTNM-Stadien IA-1IA)
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B: Fernmetastasen-freies Uberleben (DMFS)
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Abbildung 33: Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte,

pTNM-Stadien IA-1IA)

C: Rezidiv-freies Uberleben (RFS)
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Ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,045) wird jedoch auch hier wieder beim
rezidivireien Uberleben (RFS) ermittelt. Die Kaplan-Meier-Kurve der als ,High-Risk*
eingestuften Patienten fallt merklich steiler ab als die der ,Low-Risk“-Gruppe. Dieses
Ergebnis indiziert, dass die Signatur auch innerhalb einer Population, die anhand der
etablierten AJCC-Kriterien als prognostisch gunstig eingestuft wird, jene Patienten
identifizieren kann, die ein signifikant erhohtes Risiko fur einen jeglichen
Krankheitsruckfall wie ein Lokalrezidiv, eine Lymphknoten- oder Fernmetastase und
das Versterben aufweisen.

Fir die Endpunkte, das melanomspezifische Uberleben (MSS) und das
fernmetastasenfreie Uberleben (DMFS), zeigt sich in dieser homogenen Kohorte
erwartungsgemaR eine sehr gute Prognose. Die Uberlebenskurven verlaufen fir beide
Risikogruppen nahezu identisch, was durch p-Werte von 0,17 (MSS) und 0,54 (DMFS)
belegt wird.
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4.3.2.3 pTNM-Stadien Ib-Ila der Biomarkerkohorte n=81

Bei der Betrachtung der Subgruppe von 81 Patienten der Stadien IB bis IIA wird auch
hier die prognostische Aussagekraft der 7-Biomarker-Signatur flr die Endpunkte
melanomspezifisches Uberleben (MSS), fernmetastasenfreies Uberleben (DMFS) und
rezidivfreies Uberleben (RFS) visualisiert.
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Abbildung 35: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte,
pTNM-Stadien IB-1I1A)
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B: Fernmetastasen-freies Uberleben (DMFS)
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Abbildung 36: Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte,
pTNM-Stadien IB-1IA)

C: Rezidiv-freies Uberleben (RFS)
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Abbildung 37: Rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadien
IB-1IA)
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Die Analyse des rezidivfreien Uberlebens (RFS) zeigt die deutlichste Differenzierung
zwischen den beiden Risikogruppen, wobei der p-Wert von 0,065 eine Tendenz zur
statistischen Signifikanz aufweist. Die grine Kurve der ,Low-Risk“-Gruppe (n=26)
verlauft auf einem sehr hohen Niveau. Sie zeigt lediglich einen einzigen, fruhen Abfall,
also ein Ereignis, vor der 20-Monats-Marke und stabilisiert sich danach fur den
restlichen Beobachtungszeitraum auf einer hohen Uberlebenswahrscheinlichkeit. Im
klaren Kontrast dazu steht die rote Kurve der ,High-Risk“-Gruppe (n=55). Diese fallt
durch mehrere, deutlich frihere und haufigere Ereignisse signifikant steiler ab.
Insbesondere in den ersten 50 Monaten ist der Abfall am starksten ausgepragt. Die
Kurve setzt ihren stufenweisen Abfall im weiteren Verlauf fort und stabilisiert sich
jedoch langfristig. Dies visualisiert ein markant hoheres und friher eintretendes
Rezidivrisiko fur die als ,High-Risk® eingestuften Patienten.

Noch deutlicher, wenn auch aufgrund der geringen Ereigniszahl nicht statistisch
signifikant, ist der Befund bei der Analyse des melanomspezifischen Uberlebens (p =
0,084) und des fernmetastasenfreien Uberlebens (p = 0,4). Die beiden Graphen
verlaufen dabei nahezu identisch. In der ,Low-Risk“-Gruppe tritt Gber den gesamten
Beobachtungszeitraum kein einziges Ereignis auf. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
bleibt fur MSS und DMFS durchgehend sehr hoch. Fast alle erfassten Ereignisse —
also sowohl melanomspezifische Todesfalle als auch das Auftreten von
Fernmetastasen — treten fast ausschliellich in der ,High-Risk“-Gruppe auf. Das Risiko
fur ein melanomspezifisches Versterben ist in dieser Subgruppe vollstandig auf die
Patienten beschrankt, die von der Signatur als ,High-Risk® identifiziert werden.
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4.3.2.4 pTNM-Stadien lll der Biomarkerkohorte n=32

Die Analyse der Hochrisikokohorte von 32 Patienten im pTNM-Stadium Il untersucht,
ob die 7-Biomarker-Signatur auch innerhalb dieser bereits als unglnstig eingestuften
Gruppe eine weitere prognostische Differenzierung ermdglicht.

A: Melanom-spezifisches Uberleben (MSS)
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Abbildung 38: Melanomspezifische Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte,
pTNM-Stadium I1)
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B: Fernmetastasen-freies Uberleben (DMFS)

Strata =+ all =+ riskgroup:LR =+ riskgroup:HR

1.00' - - . e ol - -
2075 e = -y
=
g e ol 1 od he gie ol he e of ol b afin o
(=
o 0.501
g
= 5-Y 10-Y
@ p25 =
p=0.077 LR 100%  100%
0.00- HR 68%  63%
0 10 20 30 40 S0 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160
Time in months
Number at risk
owmm | 32 31 28 25 23 23 20 1512 8 6 5 4 4 3 3 0
Sw=| 8 8§ 7 7 7 7 6 5 3 1 1 1 1 1 0 00
O wmm| 24 23 21 18 16 16 14 10 9 7 5 4 3 3 3 3 0
0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 120 130 140 15

Time in months

Abbildung 39: Fernmetastasenfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte,
pTNM-Stadium Ill)

C: Rezidiv-freies Uberleben (RFS)
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Abbildung 40: Rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach Risikogruppe (Biomarkerkohorte, pTNM-
Stadium )
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Das statistisch signifikanteste Ergebnis zeigt sich erneut beim rezidivfreien Uberleben
(p = 0,01). Hier ist eine deutliche und frilhe Trennung der Uberlebenskurven sichtbar.
Die ,Low-Risk“-Gruppe zeigt eine sehr gute Prognose ohne Ereignisse. Im Gegensatz
fallt die rote Kurve der ,High-Risk“-Gruppe bereits frih ab und zeigt Uber den gesamten
Verlauf eine recht steile, stufenweise @ Abnahme der rezidivfreien

Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Das fernmetastasenfreie Uberleben verfehlt die statistische Signifikanz knapp (p =
0,077). Die ,Low-Risk“-Gruppe erfahrt kein Event und die Kurve verbleibt Gber den
gesamten Zeitraum bei 100%. Samtliche erfassten Fernmetastasen treten in der
,High-Risk“-Gruppe auf, deren Kurve einen deutlichen, mehrstufigen Abfall zeigt.

Das melanomspezifische Uberleben (p = 0,12) folgt einem &hnlichen Muster. Die ,Low-
Risk“-Gruppe zeigt auch hier keine Events. Die ,High-Risk“-Gruppe weist dagegen
frihere und haufigere Ereignisse auf und verlauft somit durchgehend unterhalb der

,Low-Risk“-Kurve.
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4.3.3 Uni- und multivariate Cox-Analyse

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Cox-Regressionsanalyse, einer statistischen
Methode zur Untersuchung des Einflusses verschiedener prognostischer Faktoren auf
die Uberlebenszeit. Diese Analyse wird flr die Biomarkerkohorte sowie die zuvor
eingefiihrten stadienspezifischen Subgruppen (pTNM IA-IIA, IB-IIA, 1lI) durchgefihrt,
um den Einfluss und die relative Bedeutung der 7-Biomarker-Signatur im Vergleich zu
etablierten klinisch-pathologischen Parametern zu ermitteln. Die Ergebnisse werden
als Hazard Ratio dargestellt, wobei ein Wert gro3er als 1 ein erhohtes Risiko fur das

Eintreten eines Ereignisses (Tod, Metastasierung, Rezidiv) anzeigt.

4.3.3.1 Biomarkerkohorte n=157

Tabelle 14: Cox-Regression fiir MSS, DMFS & RFS (Biomarkerkohorte)

Univariat Multivariabel
Patienten/ Variable/ HR (95% Cl) p-Wert HR (95% Cl) p-Wert
Kohorte Prognostische Faktoren
Gesamtkohorte MSS
(n=157)
7-Marker Signatur 3,433(1,024-11,512) 0,0458 1,965 (0,533-7,244) 0,3103
ﬁ;esi:g;fse‘ Tumordicke (mm) 1,512 (1,284-1,781) <0,0001 1,258 (1,017-1,556) 0,0347
g;"SF.SA:aZ; Ulzeration (1=Ja) 4,186 (1,872-9,360) 0,0005 1,681 (0,644-4,389) 0,2888
' Nodalstatus (1=Pos) 3,260 (1,460-7,283) 0,0039 1,911 (0,815-4,482) 0,1366
Alter Diagnose (Jahre) 1,045 (1,011-1,080) 0,0093 1,029 (0,996-1,063) 0,0813
Geschlecht (W) 0,831(0,369-1,871) 0,6544 1,220 (0,524-2,844) 0,6444
DMFS
7-Marker Signatur 3,169 (0,933-10,765) 0,0646 1,553 (0,408-5,911) 0,5183
Tumordicke (mm) 1,634 (1,353-1,973) <0,0001 1,415 (1,125-1,780) 0,0030
Ulzeration (1=Ja) 4,561 (1,931-10,771) 0,0005 2,065 (0,771-5,534) 0,1492
Nodalstatus (1=Pos) 2,590 (1,073-6,254) 0,0343 1,588 (0,647-3,902) 0,3130
Alter Diagnose (Jahre) 1,033 (0,999-1,068) 0,0568 1,020 (0,985-1,057) 0,2644
Geschlecht (W) 0,702 (0,291-1,695) 0,4317 1,192 (0,460-3,086) 0,7176
RFS
7-Marker Signatur 5,234 (1,869-14,658) 0,0016 3,904 (1,311-11,623) 0,0144
Tumordicke (mm) 1,605 (1,409-1,828) <0,0001 1,282 (1,086-1,514) 0,0033
Ulzeration (1=Ja) 4,180 (2,292-7,625) <0,0001 1,277 (0,617-2,641) 0,5100
Nodalstatus (1=Pos) 3,186 (1,737-5,844) 0,0002 1,939 (0,990-3,801) 0,0537
Alter Diagnose (Jahre) 1,061 (1,033-1,090) <0,0001 1,048 (1,020-1,076) 0,0006
Geschlecht (W) 0,602 (0,321-1,128) 0,132 0,655 (0,334-1,283) 0,2173

Endpunkte: Melanom spezifisches Uberleben MSS (Melanoma-Specific Survival), Fernmetastasen-freies Uberleben DMFS
(Distant-Metastasis-Free Survival), Rezidiv-freies Uberleben RFS (Recurrence-Free Survival)
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In der univariaten Analyse, bei der jeder Faktor einzeln betrachtet wird, erweisen sich
fast alle etablierten Parameter als signifikante Risikofaktoren. Eine hohere
Tumordicke, das Vorhandensein einer Ulzeration, ein positiver Lymphknotenstatus
und ein hoheres Alter bei der Diagnose erhohen signifikant das Risiko fur alle
Endpunkte (MSS, DMFS, RFS). Besonders hervorzuheben ist, dass auch die 7-
Biomarker-Signatur in der univariaten Analyse ein starker und statistisch signifikanter
Pradiktor fir das melanomspezifische Uberleben (HR=3,43; p=0,0458) und
insbesondere flr das rezidivfreie Uberleben (HR=5,23; p=0,0016) ist.

In der hier durchgefuhrten multivariaten Analyse werden alle signifikanten Faktoren in
einem gemeinsamen Modell analysiert, um herauszufinden, welche davon auch dann
noch einen unabhangigen Vorhersagewert behalten, wenn der Einfluss der anderen
Faktoren herausgerechnet wird. Die Ergebnisse zeigen hier, dass die Biomarker-
Signatur ihre statistische Signifikanz fir das melanomspezifische Uberleben und das
fernmetastasenfreie Uberleben nicht behalt. Hier bleibt als einzige die Tumordicke als
signifikanter unabhangiger Pradiktor.

Fir das rezidivfreie Uberleben ergibt sich jedoch ein anderes Bild. Hier bleiben die 7-
Biomarker-Signatur (HR=3,76; p=0,0172), die Tumordicke (HR=1,27; p=0,0054) und
das Alter bei Diagnose (HR=1,05; p=0,0008) als starke, unabhangige prognostische
Faktoren bestehen.
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4.3.3.2 pTNM-Stadien la-Ila der Biomarkerkohorte n=104

Tabelle 15: Cox-Regression fiir MSS, DMFS & RFS (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IA-1IA)

Univariat Multivariabel
Patienten/ Variable/ HR (95% Cl) p-Wert HR (95% ClI) p-Wert
Kohorte Prognostische
Faktoren
Stadium IA-IIA MSS
(n=104) .
7-Marker-Signatur 3,946 (0,475-32,806) 0,2040 4,074 (0,472-35,140) 0,2013
ﬁ;‘g_g;'sse: Tumordicke (mm) 1,356 (0,516-3,563) 0,5361 1,168 (0,363-3,762) 0,7944
DMFS: 7 Ulzeration (1=Ja) 0,000 (0-Inf) 0,9986
RFS: 14)
Alter Diagnose (Jahre) 1,050 (0,984-1,121) 0,1390 1,050 (0,985-1,119) 0,1371
Geschlecht (W) 0,672 (0,150-3,010) 0,6029 0,900 (0,195-4,160) 0,8924
DMFS
7-Marker-Signatur 1,667 (0,323-8,611) 0,5416 1,727 (0,311-9,602) 0,5322
Tumordicke (mm) 1,183(0,432-3,242) 0,7439 1,128 (0,349-3,646) 0,8408
Ulzeration (1=Ja) 0,000 (0-Inf) 0,9987 -
Alter Diagnose (Jahre) 1,047 (0,983-1,116) 0,1528 1,051 (0,987-1,119) 0,1232
Geschlecht (W) 1,214 (0,270-5,445) 0,8004 1,591 (0,345-7,340) 0,5520
RFS
7-Marker-Signatur 4,096 (0,917-18,307) 0,0649 4,899 (1,064-22,564) 0,0414
Tumordicke (mm) 1,175 (0,568-2,427) 0,6638 0,964 (0,396-2,347) 0,9363
Ulzeration (1=Ja) 0,000 (0-Inf) 0,9978 --- -
Alter Diagnose (Jahre) 1,079 (1,023-1,139) 0,0052 1,082 (1,025-1,142) 0,0045
Geschlecht (W) 0,678 (0,235-1,957) 0,4727 0,897 (0,308-2,615) 0,8426

Endpunkte: Melanom spezifisches Uberleben MSS (Melanoma-Specific Survival), Fernmetastasen-freies Uberleben
DMFS (Distant-Metastasis-Free Survival), Rezidiv-freies Uberleben RFS (Recurrence-Free Survival)

Auch hier untersucht die Cox-Regressionsanalyse fur die Subgruppe der Stadien |A-
lIA (n=104) den unabhangigen prognostischen Wert der 7-Biomarker-Signatur im
Vergleich zu den etablierten klinisch/ pathologischen Faktoren. Fur die Ulzeration
liefert diese Analyse jedoch keine Ergebnisse, da in dieser Subkohorte zu wenige Falle
von Patienten mit ulzeriertem Melanom vorhanden sind und sie nur in einer

Risikokategorie auftreten.

In der univariaten Analyse ist allein das Alter bei Diagnose fur das RFS ein signifikanter
Pradiktor (HR=1,079; p=0,0052), wahrend die 7-Marker-Signatur eine tendenzielle
Signifikanz aufweist (HR=4,096; p=0,0649).

Bemerkenswert ist, dass sich in der multivariaten Analyse sowohl das Alter (HR=1,082;
p=0,0045) als auch die 7-Marker-Signatur (HR=4,899; p=0,0414) als starke,
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voneinander unabhangige prognostische Faktoren fur ein Rezidiv erweisen. Die
Tumordicke, die bereits in der univariaten Analyse fur alle Endpunkte nicht signifikant
ist, liefert auch nach der multivariaten Berechnung in dieser Subgruppe keinen
prognostischen Mehrwehrt.

Die Analyse ist durch die insgesamt sehr geringe Anzahl an Ereignissen in dieser
Niedrigrisiko-Kohorte limitiert (14 RFS-, 7 MSS- und 7 DMFS-Events), was sich bei
den Endpunkten MSS und DMFS bemerkbar macht. In der multivariaten Analyse wird
weder beim MSS sowie beim DMFS eine statistische Signifikanz erreicht.
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4.3.3.3 pTNM-Stadien Ib-Ila der Biomarkerkohorte n=81

Tabelle 16: Cox-Regression fir MSS, DMFS & RFS (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IB-1IA)

Univariat Multivariabel
Patienten/ Variable/ HR (95% Cl) p-Wert HR (95% ClI) p-Wert
Kohorte Prognostische
Faktoren
Stadium IB-lIA MSS MSS (%)
(n=81) 7-Marker-Signatur 1,589 (0,684-3,689) 0,2812 2,245 (0,762-6,612) 0,1425
ﬁé‘;‘??‘ Tumordicke (mm) 1,246 (0,411-3,772) 0,6975 1,514 (0,403-5,691) 0,5396
DMFS: 6 Ulzeration (1=Ja) 0,000 (0-Inf) 0,9990
RFS: 12)
Alter Diagnose (Jahre) 1,032 (0,969-1,099) 0,3298 1,039 (0,976-1,107) 0,2318
Geschlecht (W) 0,472 (0,086-2,583) 0,3870 0,596 (0,102-3,491) 0,5660
DMFS
7-Marker-Signatur 2,424 (0,282-20,803) 0,4196 2,748 (0,306-24,705)  0,3670
Tumordicke (mm) 1,008 (0,306-3,324) 0,9893 0,927 (0,243-3,534) 0,9115
Ulzeration (1=Ja) 0,000 (0-Inf) 0,9989
Alter Diagnose (Jahre) 1,029 (0,968-1,095) 0,3569 1,032 (0,971-1,098) 0,3104
Geschlecht (W) 0,975 (0,196-4,844) 0,9751 1,210 (0,232-6,316) 0,8215
RFS
7-Marker-Signatur 5,535 (0,715-42,881) 0,1014 6,363 (0,811-49,894)  0,0782
Tumordicke (mm) 0,993 (0,419-2,355) 0,9879 0,902 (0,332-2,449) 0,8401
Ulzeration (1=Ja) 0,000 (0-Inf) 0,9981
Alter Diagnose (Jahre) 1,063 (1,007-1,121) 0,0265 1,062 (1,006-1,121) 0,0294
Geschlecht (W) 0,482 (0,145-1,601) 0,2333 0,681 (0,201-2,308) 0,5376

Endpunkte: Melanom spezifisches Uberleben MSS (Melanoma-Specific Survival), Fernmetastasen-freies

Uberleben DMFS (Distant-Metastasis-Free Survival), Rezidiv-freies Uberleben RFS (Recurrence-Free

Survival).

(*) Aufgrund des Ausbleibens von Ereignissen in der Niedrigrisikogruppe wurde fiir die Analysen die numerische
Risikoscore-Variable (kontinuierliche Variable) verwendet (anstelle der dichotomen Risikoscore-Variable). Da die
geringe Skala des metrischen Risikoscores zu sehr hohen HR-Werten fiihrt, wurde der Score linear transformiert
(multipliziert mit 10). Die Interpretation der HR fiir den Risikoscore bezieht sich nun nicht mehr auf eine Erh6hung
des Scores um 1, sondern um 0,1.

Analog zur vorherigen Analyse wird auch hier die Cox-Regression fur die Subgruppe
der Stadien IB-IIA (n=81) durchgefiihrt. Auch diese Analyse ist durch eine sehr niedrige
Ereigniszahl mit 6 MSS-, 6 DMFS- und 12 RFS-Events in ihrer statistischen

Aussagekraft stark limitiert.

Fir das rezidivfreie Uberleben (RFS) erweist sich in der univariaten Analyse
ausschlieBlich das Alter bei Diagnose als signifikanter Risikofaktor (HR=1,063;
p=0,0265). Die Biomarker-Signatur zeigt mit p=0,1014 nach dem p-Wert fir das Alter

den kleinsten Wert.
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In der multivariaten Analyse behalt das Alter seine Signifikanz (HR=1,062; p=0,0294).
Die 7-Marker-Signatur zeigt mit einer Hazard Ratio von 6,363 einen starken Trend,
verfehlt jedoch knapp die statistische Signifikanz (p=0,0782). Dieses Ergebnis ist am
ehesten wieder auf die geringe Fallzahl und die damit einhergehende limitierte
statistische Aussagekraft zurtickzufuhren. Die Tumordicke zeigte ebenfalls in dieser
Subgruppe (IB-1IA) sowohl in der univariaten als auch multivariaten Analyse keine
Signifikanz.

Far die Endpunkte MSS und DMFS kann kein Faktor als signifikanter Pradiktor
identifiziert werden. Wie in der FuRnote der Tabelle vermerkt, muss fur die MSS-
Analyse auf den numerischen Risikoscore zuruckgegriffen werden, da in der ,Low-
Risk“-Gruppe keine Ereignisse auftritt.
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4.3.3.4 pTNM-Stadien lll der Biomarkerkohorte n=32

Tabelle 17: Cox-Regression fiir MSS, DMFS & RFS (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium I1l)

Univariat Multivariabel
Patienten/ Variable/ HR (95% Cl) p-Wert HR (95% Cl) p-Wert
Kohorte Prognostische
Faktoren
Stadium Il MSS (*)
(n=32) .
7-Marker-Signatur 1,761(0,867-3,578) 0,1174 8,561 (1,242-59,018) 0,0293
ﬁ;‘;’:‘?‘ Tumordicke (mm) 1,330 (0,980-1,807) 0,0675 0,944 (0,624-1,428) 0,7862
g:ISF-S1:58 Ulzeration (1=Ja) 1,567 (0,371-6,612) 0,5413 1,289 (0,148-11,239) 0,8180
e Alter Diagnose (Jahre) 1,016 (0,964-1,071) 0,5595 1,088 (0,999-1,185) 0,0536
Geschlecht (W) 2,440 (0,610-9,771) 0,2075 37,333(1,421-980,692)  0,0299
DMFS (%)
7-Marker-Signatur 2,251 (1,127-4,495) 0,0215 4,663 (0,853-25,498) 0,0757
Tumordicke (mm) 1,536 (1,119-2,107) 0,0078 1,317 (0,843-2,059) 0,2268
Ulzeration (1=Ja) 2,116 (0,504-8,883) 0,3060 2,336 (0,271-20,116) 0,4398
Alter Diagnose (Jahre) 0,986 (0,935-1,040) 0,6101 1,028 (0,943-1,121) 0,5340
Geschlecht (W) 2,494 (0,623-9,992) 0,1967 12,751 (0,649-250,509)  0,0938
RFS (%
7-Marker-Signatur 1,819(1,108-2,986) 0,0180 5,157 (1,441-18,456) 0,0117
Tumordicke (mm) 1,416 (1,128-1,777) 0,0027 1,056 (0,768-1,453) 0,7369
Ulzeration (1=Ja) 1,680 (0,592-4,772) 0,3298 0,385 (0,050-2,937) 0,3572
Alter Diagnose (Jahre)  1,033(0,991-1,077) 0,1258 1,084 (1,020-1,153) 0,0090
Geschlecht (W) 1,195 (0,408-3,501) 0,7453 2,567 (0,413-15,948) 0,3119

Endpunkte: Melanom spezifisches Uberleben MSS (Melanoma-Specific Survival), Fernmetastasen-freies
Uberleben DMFS (Distant-Metastasis-Free Survival), Rezidiv-freies Uberleben RFS (Recurrence-Free Survival).
(*) Aufgrund des Ausbleibens von Ereignissen in der Niedrigrisikogruppe wurde fir die Analysen die numerische
Risikoscore-Variable (kontinuierliche Variable) verwendet (anstelle der dichotomen Risikoscore-Variable). Da die
geringe Skala des metrischen Risikoscores zu sehr hohen HR-Werten fuhrt, wurde der Score linear transformiert
(multipliziert mit 10). Die Interpretation der HR fiir den Risikoscore bezieht sich nun nicht mehr auf eine Erhhung
des Scores um 1, sondern um 0,1.

Auch fur die Hochrisiko-Subgruppe der 32 Patienten im pTNM-Stadium Il wird eine
Cox-Analyse durchgefuhrt. Aufgrund der geringen Ereigniszahlen in dieser Kohorte (8
MSS-, 8 DMFS- und 15 RFS-Events) und dem Ausbleiben von Ereignissen in der

,Low-Risk“-Gruppe wird erneut fur diese Analyse, wie in der Ful3note vermerkt, die

numerische Risikoscore-Variable anstelle der kategorialen Einteilung verwendet.

Die robustesten Ergebnisse zeigt die Analyse fir das rezidivireie Uberleben. In der
univariaten Analyse erweisen sich sowohl die 7-Marker-Signatur (HR=1,819;
p=0,0180) als auch die Tumordicke (HR=1,416; p=0,0027) als statistisch signifikante
Pradiktoren.
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Im multivariaten Modell bleiben die 7-Marker-Signatur (HR=5,157; p=0,0117) und das
Alter bei Diagnose (HR=1,084; p=0,0090) als starke, voneinander unabhangige
prognostische Faktoren bestehen. Die Tumordicke verliert in diesem kombinierten
Modell ihre Signifikanz (p=0,7369).

Fir das melanomspezifische Uberleben, bei dem univariat kein Faktor Signifikanz
erreicht, treten im multivariaten Modell die 7-Marker-Signatur (HR=8,561; p=0,0293)
und das Geschlecht (HR=37,333; p=0,0299) als signifikante, unabhangige Pradiktoren
hervor. Das weite Konfidenzintervall fir das Geschlecht deutet jedoch auf eine hohe

Instabilitat dieser Schatzung hin, bedingt durch die niedrige Ereigniszahl von 8.

Bei der Analyse des fernmetastasenfreien Uberlebens sind die 7-Marker-Signatur
(p=0,0215) und die Tumordicke (p=0,0078) univariat signifikant. Im multivariaten
Modell verlieren beide Faktoren ihre statistische Signifikanz, wobei die Signatur einen
starken Trend aufweist (p=0,0757). Dieses Ergebnis ist ebenfalls auf die geringe
statistische Aussagekraft bei nur 8 DMFS-Ereignissen zurlckzufuhren.
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4.3.4 Numerischer Risikoscore (Verteilung und Cut-off)
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Abbildung 41: Balkendiagramm des Numerischen Risikoscores (Biomarkerkohorte)

Die Abbildung stellt die Verteilung der numerischen Risikoscores der 7-Biomarker-
Signatur in Form eines Histogramms fur die 157 Patienten der Biomarkerkohorte dar.
Auf der X-Achse ist der berechnete Risikoscores in Inkrementen abgetragen, auf der
Y-Achse die absolute Anzahl der Patienten in jedem Score-Bereich.

Die Verteilung ist breit und multimodal, sie zeigt keine Normalverteilung. Es sind
mehrere Haufungspunkte erkennbar, insbesondere im Bereich von 0,08 bis 0,10, um
0,16 und um 0,21. Der etablierte Cut-Off-Wert von 0,135, der ,Low-Risk* von ,High-
Risk trennt, liegt in einem Bereich, in dem die Haufigkeit der Patienten gering ist, was

eine Trennung der Population unterstitzt.
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4.3.5 ROC-Analyse

Die Abbildungen zeigen die "Receiver Operating Characteristic"-Kurven (ROC-
Kurven) fir die gesamte Biomarkerkohorte sowie die bereits eingeflhrten
stadienspezifischen Subgruppen (pTNM IA-IIA, IB-lIA, IIlI). Diese Kurven analysieren
unter Verwendung von Sensitivitat und Spezifitat die diagnostische Gute des
Prognosemodells mit dem Risikoscores im Vergleich zu einem Referenzmodell, dass
nur die etablierten klinisch-pathologische Faktoren einschlie3t. Berechnet werden die
Kurven fur das MSS und RFS nach 5 und 10 Jahren. Die "Area Under the Curve"
(AUC) dient als Mal} fur die Vorhersagekraft. Der Differenzwert der beiden jeweils
dargestellten AUCs ist als Beitrag zu werten, den der Risikoscore zusatzlich
prognostisch liefert.

4.3.5.1 Biomarkerkohorte n=157
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Abbildung 42: ROC-Analyse fiir MSS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte)
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Abbildung 43: ROC-Analyse fiir MSS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte)
Fir das melanomspezifische Uberleben (MSS) nach 5 Jahren zeigt das Risikoscore-

Modell eine AUC von 74,5% und liegt damit auf dem Niveau des Referenzmodells

(AUC=75%). Nach 10 Jahren (MSS) liegt das Risikoscore-Modell bei 71,8%, wahrend
das Referenz-Modell bei 71,3% liegt.

105



Ergebnisse

1.00 1

0.751

Model

Sensitivity

Reference (AUC=72.8 %)
Risk score (AUC=75.9 %)

0.004

0.00 0.25 0.50 075

1.00
1-specificity

Abbildung 44: ROC-Analyse fiir RFS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte)
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Abbildung 45: ROC-Analyse fiir RFS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte)

Fir das rezidivfreie Uberleben (RFS) nach 5 und 10 Jahren zeigt sich eine leichte

Uberlegenheit des Risikoscore-Modells bei einer AUC von 75,9% im Vergleich zu
72,8% bzw. 81,5% zu 77,6%.
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4.3.5.2 pTNM-Stadien la-Ila der Biomarkerkohorte n=104
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Abbildung 46; ROC-Analyse fiir MSS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IA-11A)
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Abbildung 47: ROC-Analyse flir MSS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IA-1IA)

Die Grafiken fur das MSS nach 5 und 10 Jahren in der Subgruppe mit den Stadien IA-
lIA zeigen eine AUC fir das Risikoscore-Modell von 55,2% bzw. 66,5%, was die AUC
des Referenzmodells mit 56,8% bzw. 80,6% deutlich Gbertrifft.
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Abbildung 48: ROC-Analyse fiir RFS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IA-1IA)
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Abbildung 49: ROC-Analyse fiir RFS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IA-1I1A)
Dieser Effekt ist noch ausgepragter beim RFS-Endpunkt. Fur das RFS nach 5 Jahren
erreicht das Risikoscore-Modell eine AUC von 69,5% im Vergleich zur Referenz mit

66,4%. Fur das RFS nach 10 Jahren liegt die AUC des Risikoscore-Modells bei 84,9%,
die der Referenz bei 76,9%.
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4.3.5.3 pTNM-Stadien Ib-Ila der Biomarkerkohorte n=81
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Abbildung 50: ROC-Analyse fiir MSS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IB-11A)
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Abbildung 51: ROC-Analyse flir MSS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IB-1IA)

Fir das melanomspezifische Uberleben (MSS) zeigt das Risikoscores-Modell eine
durchgangige Uberlegenheit. Nach 5 Jahren Ubertrifft die AUC des Risikoscores mit
58,0% die des Referenzmodells mit 53,6%. Deutlicher wird dieser Vorteil bei der

Langzeitprognose nach 10 Jahren, wo das Risikoscores-Modell eine AUC von 77,2%
erreicht, wahrend das Referenzmodell bei 67,3% liegt.

109



Ergebnisse

1.00 1

Model
Reference (AUC=60 %)

Sensitivity

Risk score (AUC=69.7 %)

0.004

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1-specificity

Abbildung 52: ROC-Analyse fiir RFS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IB-1IA)
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Abbildung 53: ROC-Analyse fiir RFS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium IB-1IA)

Noch ausgepréagter ist die verbesserte Vorhersagekraft fir das rezidivireie Uberleben
(RFS). Fur den 5-Jahres-Endpunkt erzielt das Risikoscores-Modell eine AUC von
69,7%, was eine deutliche Steigerung gegenuber den 60,0% des Referenzmodells
darstellt. Die groRte prognostische Uberlegenheit zeigt sich beim 10-Jahres-RFS: Hier

erreicht das Risikoscores-Modell eine AUC von 85,4%, die deutlich Uber der des
Referenzmodells mit 75,3% liegt.
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4.3.5.4 pTNM-Stadien 3 der Biomarkerkohorte n=32
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Abbildung 54: ROC-Analyse fiir MSS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium 1)
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Abbildung 55: ROC-Analyse fiir MSS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium I1l)

Fir das melanomspezifische Uberleben (MSS) zeigt der Risikoscores eine leicht
verbesserte Vorhersagekraft. Nach 5 Jahren erzielt er eine AUC von 71,6% und
Ubertrifft damit das Referenzmodell, welches eine AUC von 67,3% aufweist. Dieser
prognostische Vorteil kehrt sich bei der 10-Jahres-Analyse um. Hier erreicht der
Risikoscores eine AUC von 74,3% gegentber 87,7% dem Referenzmodell.
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Abbildung 56: ROC-Analyse fiir RFS nach 5 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium Ill)
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Abbildung 57: ROC-Analyse fiir RFS nach 10 Jahren (Biomarkerkohorte, p TNM-Stadium 1)

Ahnliche Ergebnisse finden sich fiir das rezidivireie Uberleben (RFS) im Stadium 1.
Nach 5 Jahren liegt die AUC des Risikoscore-Modells mit 71,3% leicht Uber der des
Referenzmodells mit 68,2%. Die deutlichste Uberlegenheit der Biomarker-Signatur
zeigt sich jedoch in der Langzeitvorhersage nach 10 Jahren. Hier erreicht das
Risikoscore-Modell eine AUC von 83,3%, was eine signifikante Verbesserung im
Vergleich zur AUC von 70,7% des Referenzmodells darstellt.
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4.3.6 Analytische Validitat des Testverfahrens

Tabelle 18: Leistungskennzahlen der 7-Biomarker-Signatur immunoprint®

Patienten MSS DMFS RFS
Biomarkerkohorte  Sensitivitat % 87,5 85,7 90,7
Stadien IA-IV (95% Cl) (67,6-97,3) (63,7-97,0) (77,9-97,4)
(n=157)

Spezifitét % 35,3 34,6 40,4

(95% Cl) (27,3-44,1) (26,6-43,2) (31,3-50,0)

PPV % 19,6 16,8 , 36,5

(95% CI) (16,7-22,9) (14,1-20,0) (32,4-40,7)

NPV % 94,0 94,0 92,0

(95% Cl) (84,1-97,9) (84,3-97,9) (81,5-96,8)
Stadien IA-IA Sensitivitat % 85,7 714 85,7
(n=104) (95% Cl) (42,1-99,6) (29,0-96,3) (57,2-98,2)

Spezifitat % 40,2 39,2 422

(95% Cl) (30,4-50,7) (29,4-49,6) (31,9-53,1)

PPV % 9,4 7.8 18,8

(95% Cl) (6,8-12,7) (4,9-12,2) (14,9-23,3)

NPV % 97,5 95,0 95,0

(95% Cl) (86,2-99,6) (85,2-98,4) (83,7-98,6)
Stadien IB-IIA Sensitivitat % 100,0 83,3 91,7
(n=81) (95% Cl) (54,1-100) (35,9-99,6) (61,5-99,8)

Spezifitat % 34,7 33,3 36,2

(95% Cl) (24,0-46,5) (22,9-45,2) (25,0-48,7)

PPV % 10,9 9,1 20,0

(95% Cl) (9,4-12,6) (6,3-12,9) (16,4-24,2)

NPV % 100,0 96,2 96,2

(95% Cl) (86,8-100) (80,2-99,4) (78,9-99,4)
Stadium Il Sensitivitat % 100,0 100,0 100,0
(n=32) (95% Cl) (63,1-100) (63,1-100) (78,2-100)

Spezifitat % 33,3 33,3 47,1

(95% Cl) (15,6-55,3) (15,6-55,3) (23,0-72,2)

PPV % 33,3 33,3 62,5

(95% Cl) (27,4-39,9) (27,4-39,9) (51,6-72,3)

NPV % 100,0 100,0 100,0

(95% Cl) (63,1-100) (63,1-100) (63,1-100)

Melanom spezifisches Uberleben MSS (Melanoma-Specific Survival), Fernmetastasen-freies Uberleben DMFS (Distant-
Metastasis-Free Survival), Rezidiv-freies Uberleben RFS (Recurrence-Free Survival), Positiv pradiktiver Wert PPV
(positive predictive value), Negativ pradiktiver wert NPV(negative predictive value )

Die Tabelle analysiert die 7-Biomarker-Signatur als diagnostischen Test, um ihre
Leistungsfahigkeit bei der Vorhersage zukunftiger Krankheitsereignisse zu bewerten.
Hierfur werden Kennzahlen wie Sensitivitat, Spezifitdt sowie der positive und negative
pradiktive Wert (PPV und NPV) fir verschiedene Patientengruppen berechnet.

Die Signatur zeigt in der Analyse der Gesamtkohorte sowie den Subgruppen einen
sehr hohen negativen pradiktiven Wert. Der NPV gibt an, mit welcher
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Wahrscheinlichkeit ein Patient bei einem negativen Testergebnis, also einem ,Low-
Risk“-Ergebnis, tatsachlich gesund bleibt. Fir das rezidivfreie Uberleben liegt der NPV
in der gesamten Biomarkerkohorte bei 92,0%. In der klinisch relevanten Gruppe der
Patienten ohne zugelassene adjuvante Therapie (Stadien IA-IIA) betragt er 95,0% und
erreicht in den Subgruppe der Stadien IB-IIA 96,2%. Ein ,Low-Risk“-Ergebnis kdnnte

ein zukunftiges Rezidiv mit sehr hoher Sicherheit ausschlief3en.

Die Sensitivitat, also die Fahigkeit, Patienten, die tatsachlich ein Ereignis erleiden,
korrekt als ,High-Risk” zu identifizieren, ist ebenfalls durchgehend hoch. Fur das RFS
in der Gesamtkohorte (n=157) betragt sie 90,7% und in der Stadium-Illl-Kohorte
100,0%.

Im Gegensatz dazu ist die Spezifitat, also die Fahigkeit, gesunde Patienten korrekt als
,LOW-Risk® zu identifizieren, in dieser Kohorte eher niedrig. Das bedeutet, dass der
Test relativ viele Patienten als ,High-Risk® einstuft, die im Verlauf dennoch kein Rezidiv
erleiden (sogenannte "falsch-positive" Ergebnisse). Dies flhrt konsequenterweise
auch zu einem eher niedrigen positiven pradiktiven Wert. Der PPV gibt hierbei an, wie
wahrscheinlich ein Rezidiv bei einem ,High-Risk“-Ergebnis ist. Fur die Gesamtkohorte
liegt dieser Wert fir den RFS-Endpunkt bei 36,5 %.
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5 Diskussion
5.1 Reklassifizierung nach der 8. Edition des AJCC

Die Einfuhrung der 8. Edition des AJCC Cancer Staging Manuals im Jahr 2018
markiert einen Paradigmenwechsel in der Klassifikation des kutanen Melanoms (51).
Diese Uberarbeitung, basierend auf einer umfangreichen Analyse von Uber 46.000
Patienten aus der International Melanoma Database and Discovery Platform (IMDDP),
zielte darauf ab, die prognostische Genauigkeit durch eine verfeinerte Definition der T-
Kategorie und eine detailliertere Stratifizierung des Stadiums Il zu erhdhen
(47,51,109) . Die in dieser Arbeit durchgeflhrte Reklassifizierung der Patientenkohorte
aus den Jahren 2006 bis 2015 ermdglichte es, die Mechanismen und Konsequenzen
dieser evidenzbasierten Anderungen bei einem realen Kklinischen Kollektiv
nachzuvollziehen sowie alle Kohortenanalysen nach der aktuell gultigen AJCC Edition

durchzufthren.

5.1.1 Verschiebungen im Stadium |

Die groften Verschiebungen in dieser Kohorte fanden, konsistent mit internationalen
Daten, in den Stadien IA und IB statt (48). Der treibende Mechanismus hierfur ist die
grundlegende Neudefinition der T1-Kategorie in der 8. Edition. Wahrend in der 7.
Edition eine erhohte Mitoserate ein entscheidendes Kriterium war, um ein nicht-
ulzeriertes Melanom von T1a nach T1b hochzustufen, wurde dieser Parameter als
primdres Staging-Kriterium eliminiert (51,58). Stattdessen wurde eine neue

Tumordickengrenze bei 0,8 mm eingeflhrt.

Daraus ergaben sich folgende zwei Konsequenzen, die die beobachtete Migration
erklaren. Einerseits kann es zu einer Herabstufung kommen. Wenn also ein Patient
mit einem bis 0,8 mm dicken, nicht-ulzerierten Melanom, aufgrund von einer
Mitoserate von mindestens einer Mitose pro Quadratmillimeter nach der 7. Edition als
T1b klassifiziert wurde, wird dieser nun nach der 8. Edition als T1a eingestuft.

Umgekehrt kann es auch zu einer Heraufstufung kommen. So wurde ein Patient mit
einem 0,8 bis 1 mm dicken, nicht-ulzerierten Melanom ohne Mitosen, der nach der 7.
Edition als T1a galt, nun aufgrund der Uberschreitung der 0,8-mm-Grenze als T1b

klassifiziert.

Die klinische Hauptfolge dieser Anderung betrifft die Indikationsstellung zur
Sentinellymphknotenbiopsie, die fir T1b-Melanome empfohlen wird (51). Durch die
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Reklassifizierung wurde die Gruppe der Patienten, fur die eine SLNB in Betracht
gezogen werden sollte, praziser definiert. In dieser Kohorte fuhrte die
Reklassifizierung, wie auch in anderen Studien berichtet, zu einer Netto-Migration von
Patienten aus dem Stadium IB in das Stadium |A, was zu einer prognostisch
homogeneren Zusammensetzung beider Gruppen fluhrt.

5.1.2 Verschiebungen im Stadium |

Die zweite wesentliche Umstrukturierung fand innerhalb des Stadiums |l statt, was die
deutliche Abnahme der Patientenzahl im Stadium IlIB und die Zunahme im Stadium
I1IC in dieser Analyse erklarte. Der fundamentale Unterschied zur 7. Edition ist, dass
die T-Kategorie des Primartumors, definiert durch Tumordicke und Ulzeration, nun ein
integraler Bestandteil der Stadium-IlI-Subklassifikation ist (4). In der 7. Edition wurde
die Einteilung in llIA, 11IB und IlIC primar durch die Anzahl und die Art des Nachweises,
also mikroskopisch oder makroskopisch, der befallenen Lymphknoten sowie die
Ulzeration des Primartumors bestimmt (51). Die Tumordicke spielte hierbei keine Rolle
(48).

Die 8. Edition kombiniert nun die T- und N-Kategorie in einer Matrix, was zu einer
praziseren Risikostratifizierung flhrt (51). Beispielsweise wirde ein Patient mit einem
dicken, ulzerierten Primartumor (T4b) und nur einer mikroskopischen
Lymphknotenmetastase (N1a) nicht mehr wie friher in ein prognostisch relativ
gunstiges Stadium IlIB eingestuft, sondern wird nun korrekt einem Hochrisiko-Stadium
(in diesem Fall IlIC) zugeordnet. Dies erklart die beobachtete Migration aus den
mittleren (I1IB) in die héheren (11IC) Stadium-I1I-Gruppen.

5.1.3 Fazit der Reklassifizierung

Die klinisch relevanteste Konsequenz dieser Umstrukturierung ist der Verlust der
prognostischen Linearitat, der durch die Kaplan-Meier-Analysen bestatigt wird (48).
Patienten im neuen Stadium IlIA weisen gro3tenteils eine bessere Prognose auf als
Patienten in den Stadien 1B und IIC. Dies ist darauf zurlckzuflhren, dass die Stadium-
[IA-Gruppe nun homogener ist und fast ausschliel3lich aus Patienten mit dinnen
Primartumoren und minimaler, klinisch okkulter Lymphknotenlast besteht (48). Diese
Erkenntnis hat tiefgreifende Auswirkungen auf die Patientenberatung, die
Interpretation von Studienergebnissen und vor allem auf die Indikationsstellung fir
adjuvante Therapien. Ein Patient im Stadium IlIA hat heute moglicherweise ein

geringeres Rezidivrisiko als ein Patient im Stadium 1I1B, was die Therapieentscheidung
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grundlegend beeinflusst (110). Die in dieser Kohorte nachvollzogenen
Verschiebungen und prognostischen Muster bestatigen somit die Anwendbarkeit und
die Konsequenzen der 8. AJCC-Edition in einem weiteren deutschen, universitaren
Zentrum (111).
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5.2 Reprasentativitat der Gesamtkohorte im nationalen und
internationalen Vergleich
Die Validitat und Generalisierbarkeit der Ergebnisse einer monozentrischen,
retrospektiven Studie hangen entscheidend davon ab, inwieweit das untersuchte
Patientenkollektiv die allgemeine Population von Melanompatienten widerspiegelt. Um
die Reprasentativitat der hier untersuchten Mainzer Gesamtkohorte (n=393) zu
beurteilen, wurden die demografischen und klinisch-pathologischen Charakteristika
mit denen aus entsprechenden nationalen und internationalen Studien verglichen, die
ebenfalls Patienten mit kutanem Melanom und einer Sentinellymphknotenbiopsie

untersuchten.

5.2.1 Vergleich der Patientendemografie

Die Mainzer Kohorte wies ein medianes Alter von 59,0 Jahren zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose auf. Dies liegt im Bereich anderer grof3er SLNB-Kohorten aus deutschen
Zentren. So verzeichnet die Tubinger Kohorte mit 1475 Patienten von Luttermann aus
dem Jahr 2021 einen Median von 63 Jahren, wahrend die Minchener SLNB-Kohorte
von Schonemeier aus dem Jahr 2017 einen Median von 56 Jahren fur n=163 Patienten
berichtete (112,113). Im internationalen Vergleich weist diese Kohorte einen Mittelwert
des Alters von 57,5 Jahren auf, was ziemlich genau den Beobachtungen von Chang
et al. aus dem Jahr 2018 (57,1 Jahre) und Teixiera et al. aus dem Jahr 2013 (59,3
Jahren) entspricht (114,115).

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung zeigt die Mainzer Kohorte eine leicht
mannliche Dominanz von 54,7%. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit der
Tabinger SLNB-Kohorte von Luttermann, in der 54,4% der Patienten mannlich waren,
und der Munchener Kohorte von Schénemeier mit 54,0% mannlichen Patienten
(112,113). International werden diese Werte von Chang mit 59% bestatigt, wahrend

es in der Kohorte von Teixiera et al. mehr Frauen (61,5%) gab.

5.2.2 Vergleich der Tumormerkmale

Die mediane Tumordicke nach Breslow, der wichtigste prognostische Faktor, ist in
SLNB-Kohorten erwartungsgemaf hoher als im allgemeinen Patientenkollektiv, da die
SLNB in der Regel bei Melanomen 21,0 mm oder dinneren Melanomen mit
Risikofaktoren durchgefuhrt wird. Die Mainzer Kohorte wies hierbei eine mediane
Tumordicke von 1,5 mm auf. Dies liegt nahe an den Werten anderer SLNB-Kohorten.
Die Munchner Kohorte von Schonemeier hatte einen Median von 1,6 mm, und die
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Tubinger Kohorte von Luttermann einen Median von 1,8 mm (112,113). Der Mittelwert
in der Mainzer Kohorte betragt 2,2 mm und liegt damit zwischen den von Chang et al.
errechneten 2,0 mm sowie den beobachteten 3,08 mm von Teixiera et al. (114,115).
Die Tumordicken der Mainzer Kohorte zeigten somit eine sehr gute Ubereinstimmung
mit den beiden anderen nationalen Vergleichskohorten. Die in der Mainzer Kohorte
beobachteten Werte (1,5 mm) sind konsistent mit der mittleren Dicke der Melanome,
bei denen eine SLNB indiziert ist.

Hinsichtlich der Ulzeration, einem weiteren signifikanten prognostischen Faktor, zeigte
die Mainzer Kohorte eine Rate von 23,9%. Dieser Wert liegt leicht unter dem der
Tubinger SLNB-Kohorte von Luttermann mit 30,4% (112). Ebenfalls hdhere Werte
verzeichneten Chang et al. mit 29% und Teixiera et al. sogar mit 46,7% (114,115).

Die Rate der Sentinel-Lymphknoten-Metastasierung ist ein Schlisselmerkmal von
SLNB-Kohorten. Die Mainzer Kohorte zeigte eine positive SLNB-Rate von 18,6%.
Dieser Wert liegt deutlich Uber der positiven SLNB-Rate der Tubinger Kohorte von
Luttermann mit 11,3% und der Midnchner Kohorte von Schdénemeier mit 6,1%
(112,113). Andererseits liegt er unter der Rate einer zweiten Minchner SLNB-Kohorte
mit 283 Patienten von Landthaler aus den Jahren 2021 von 25,1% (116). Die
beobachtete Variation der positiven SLNB-Raten zwischen den Zentren von 6,2% bis
25,1% deutet vor allem auf Unterschiede in den Einschlusskriterien hin. Weitere
Ursachen konnten Abweichungen in den histopathologischen Aufarbeitungsmethoden
oder den untersuchten Zeitraumen sein. Im internationalen Vergleich liegt die Mainzer
Kohorte zwischen den von Chang et al. beobachteten 16,9% und den von Teixiera et
al. erhobenen 21,7% (114,115). Hodges et al. berichten in ihrer Analyse, in der 23
Arbeiten (1998-2014) eingeschlossen wurden, eine positive SLNB-Rate von 17%
(117). Die Mainzer Rate von 18,6% liegt damit im hdheren, jedoch plausiblen Bereich
des Spektrums, was auf eine Kohorte mit tendenziell hdherem Risiko hindeutet.

Bezlglich der histologischen Subtypen dominierte in der Mainzer Kohorte das
superfiziell spreitende Melanom (SSM) mit 50,4%, gefolgt vom noduldren malignen
Melanom (NMM) mit 23,2%. Diese Verteilung ist nahezu identisch mit der TUbinger
SLNB-Kohorte von Luttermann, in der SSM 49,3% und NMM 28,0% der Falle
ausmachten (112). Dagegen lagen bei Teixiera et al. das SSM, NMM und ALM jeweils
um die 20%, wahrend der grote Teil mit 41,2% als unbekannt oder als spitzoid,

desmoplastisch, navoid oder amelanotisch zusammengefasst war.
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5.2.3 Vergleich der Uberlebenszeitanalysen

Die Analyse der Endpunkte MSS, DMFS und RFS erfolgte mittels Kaplan-Meier-
Kurven Uber einen langen Nachbeobachtungszeitraum, der im Median 85 Monate und
maximal 172 Monate betrug. Voraussetzung fur die Aufnahme in die Studie war eine

Nachbeobachtungszeit von mindestens funf, in Ausnahmefallen von drei Jahren.

Einen vergleichbaren Nachbeobachtungszeitraum hat Dbeispielsweise die
Untersuchung von Barreiro-Capurro et al. mit ca. 82 Monaten. Generell werden in der
Literatur die MSS-Raten haufig fur 5 Jahre und 10 Jahre angegeben, was die
Bedeutung dieser Langzeit-Follow-up-Perioden als Standard hervorhob. Die
Beobachtung, dass die MSS-Kurven nur langsam und kontinuierlich abfallen,
unterstreicht die Relevanz des langen Nachbeobachtungszeitraums, da das
Mortalitatsrisiko beim Melanom auch nach dem 5-Jahres-Zeitraum bestehen bleibt.
Studien, die die AJCC-Klassifikationen untermauern, stutzen sich ebenfalls auf Follow-
up-Zeitraume von bis zu 10 oder 20 Jahren, da Melanom-bedingte Ereignisse oft mehr
als 5 Jahre nach der Erstdiagnose auftreten (58).

Die groRe Ahnlichkeit der DMFS- und MSS-Kurven, insbesondere die identische 10-
Jahres-Rate von 83%, verdeutlicht, dass das Auftreten von Fernmetastasen die
entscheidende Ursache ist, die zur melanomspezifischen Mortalitat fihrt. Das RFS
wies mit einer 5-Jahres-Rate von 78% den starksten Abfall im Vergleich zum MSS
(90%) und DMFS (87%) auf. Dies ist methodisch zu erwarten, da der RFS-Endpunkt
jegliche Form des Krankheitsruckfalls erfasst, einschlieRlich Lokalrezidiven und
regionalen Lymphknotenmetastasen. Diese Ereignisse treten typischerweise friher
auf als Fernmetastasen oder der melanomspezifische Tod. Die Tatsache, dass der
starkste Abfall der RFS-Kurve in den ersten funf Jahren liegt, bestatigte die Relevanz
des RFS-Endpunktes fur die Analysen von Patienten mit hohem Fruhrezidivrisiko
sowie des Mindest-Follow-up-Zeitraums von 5 Jahren, um gerade diese Rezidive zu

erfassen bzw. nicht zu verpassen.

Die Literatur stutzt die Verwendung des RFS als wichtigen Endpunkt. Obwohl RFS-
Daten nicht fur die ursprungliche AJCC IMDDP-Kohorte berichtet wurden bzw.
verfugbar waren, gilt das RFS als akzeptierter primarer Endpunkt fur adjuvante Studien
beim Melanom durch Zulassungsbehorden, um die Wirksamkeit eines Medikamentes
im Vergleich zu Placebos zu belegen. Die Notwendigkeit, das RFS zu untersuchen,
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wird durch Studien untermauert, die zeigen, dass in Melanom-Kohorten oft fast doppelt

so viele Rezidive wie melanomspezifische Todesfalle auftreten (60).

Die rezidivfreie Uberlebenszeitanalyse nach TNM-Stadien zeigte die zu erwartende
treppenartige Abstufung des Risikos. Eine vergleichbare Analyse von Fujisawa et al.,
die 5-Jahres-RFS-Raten nach der 8. Edition des AJCC darstellt, belegte die
prognostische Trennscharfe dieser Kohorte mit groftenteils ahnlichen Werten.
Insbesondere in den Hochrisikogruppen [IB und IlIC gibt es sehr hohe
Uberschneidungen zwischen den beiden Kohorten. Die Werte der Mainzer Kohorte
lagen im Stadium 1B bei 73 % und im Stadium IIIC bei 36 %, wahrend die japanische
Kohorte sehr dhnliche Raten von 72,5 % bzw. 34,1 % aufwies (110).

Auch Garbe et al. beschreiben in einer deutschen Kohorte den stufenweisen Abfall der
Uberlebenswahrscheinlichkeit mit steigendem Stadium. Bei den Stadien IA und IB
ahnelten sich die Mainzer Kohorte und die Garbe-Kohorten (explorative und
konfirmatorische Kohorte) in Bezug auf das 5-Jahres-RFS stark mit Werten von 95 %
gegenuber 94,5 % und 93,3% im Stadium IA und 87% gegentber 87,9% und 87,6%
im Stadium IB (60). Fur die Stadien IIA und 1IB wies die Kohorte dieser Doktorarbeit
mit 82% bzw. 73% etwas ginstigere RFS-Raten auf als die von Garbe et al. ermittelten
Werte von 73,1% und 75,6% fur Stadium IlA und 61,9 % bzw.65,0% fir Stadium 1I1B
(60).

Besonders auffallig ist in der hier untersuchten Kohorte das Stadium IIC. Die 5 Jahres-
RFS-Rate lag lediglich bei 23%, was im Vergleich zu anderen Untersuchungen niedrig
ist (Fujisawa et al: 55,7%, Garbe et al: 43,7% und 57,1%) (60,110). Dies deutete darauf
hin, dass die wenigen Patienten in der Stadium-lIC-Gruppe dieser Kohorte ein sehr
ungunstiges Progressrisiko aufwiesen, das weit unter dem Kohorten liegt. Die Literatur
bestatigt generell die Wichtigkeit der Stadien 1B und 11C als Hochrisikogruppen, deren
RFS-Risiko dem der Stadien groRer gleich 11IB ahneln kann.

Weiterhin auffallig ist der Befund aus den RFS-Kurven, wobei die Uberlebenskurve fiir
Stadium llIA (5-Jahres-RFS: 79%) Uber der von IIB und IIC liegen. Dies ist ein
Phanomen, das seit der 8. Edition auftritt. Es resultiert aus der Neudefinition der
Stadien in der AJCC 8. Edition, wodurch die Linearitat des Schweregrads verloren
geht. Das Stadium IllA ist nun auf Melanome mit gunstigen Primartumormerkmalen
(dbnn, nicht ulzeriert) und minimaler, okkulter Lymphknotenbeteiligung (N1a, N2a)

beschrankt. Im Gegensatz dazu umfassen die Stadien |IB und |IC Patienten mit
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hochaggressiven Primartumoren (dick und ulzeriert), deren ungunstige T-Kategorie oft
prognostisch schwerer wiegt als der minimale Nodalbefall der Il1IA-Gruppe. Aufgrund
dieser Restrukturierung stellt IllA die prognostisch gunstigste Untergruppe im Stadium
Il dar und das Uberleben der betroffenen Patienten ist besser als in den Hochrisiko-
Stadien IIB und IIC.

5.2.4 Fazit zur Reprasentativitat

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die an der Universitatsmedizin Mainz
untersuchte Gesamtkohorte eine hohe Ubereinstimmung mit den demografischen und
klinisch-pathologischen Tumormerkmalen sowie Uberlebenszeiten anderer nationaler
und internationaler SLNB-Kohorten aufweist. Dies stutzt die Annahme, dass die die

Beobachtungen in dieser Dissertation reprasentativ sind.
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5.3 Prognostische Aussagekraft klinisch-pathologischer Parameter fur
Progress und Uberleben

Die prazise und individualisierte Prognoseeinschatzung ist die Grundlage des

modernen Melanom-Managements. Die in der Gesamtkohorte durchgefuhrten Cox-

Regressionsanalysen und Kaplan-Meier-Analysen validierten die etablierten

Risikoparameter und ermdglichten einen detaillierten Vergleich der prognostischen

Aussagekraft der klassischen klinisch-pathologischen Faktoren mit den Ergebnissen

ahnlicher internationaler Studien.

5.3.1 Dominanz der Tumordicke nach Breslow und des Wachterlymphknotenstatus
Die multivariaten Cox-Regressionsanalysen der Gesamtkohorte bestatigten die
Tumordicke nach Breslow und den Status des Wachterlymphknotens als die
signifikantesten unabhangigen Pradiktoren fir alle untersuchten Endpunkte (MSS,
DMFS und RFS). Die Ergebnisse der Doktorarbeit untermauerten somit die
fundamentale Rolle dieser Faktoren, die seit Langem die Basis des AJCC-Staging-
Systems bilden (51).

So steigerte eine erhdhte Tumordicke das Risiko fir MSS (HR=1,227; p<0,001), DMFS
(HR=1,284; p<0,001) und RFS (HR=1,215; p<0,001) jeweils signifikant. Die Breslow-
Dicke wurde bereits 1970 als wichtiger Prognoseindikator identifiziert und ist einer der
etabliertesten Prognosefaktoren (118). Bis heute bleibt sie das entscheidende
Kriterium in der T-Kategorie der 8. AJCC-Edition (119). Auch Teixeira et al. zeigten,
dass die Breslow-Dicke fur das MSS in einer multivariaten Analyse hochsignifikant ist
(HR=1,216; p<0,001) (115). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Tejera-Vaquerizo
et al. (120).

Der positive SLN-Status war in der Kohorte ein starker, unabhangiger Pradiktor fur die
drei Endpunkte MSS (HR=0,450; p<0,001), DMFS (HR=0,529; p<0,033) und RFS
(HR=0,473; p<0,001). Die Kaplan-Meier-Analysen verdeutlichten diese Dominanz mit
einer 10-Jahres-MSS-Rate flr SLNB-positive Patienten von 63% gegenuber 88% flr
SLNB-negative Patienten, was eine Differenz von 25 Prozentpunkten ausmacht. Noch
ausgepragter ist der Unterschied beim rezidivfreien Uberleben mit einem 10-Jahres-
Delta von 34 Prozentpunkten (SLNB- 78%; SLNB+ 44%). Das 5-Jahres-RFS betrug in
dieser Kohorte 56% und lag damit sehr nahe an dem von Hodges et al. berichteten
59%(117). Ein positiver Sentinelstatus erhdhte also das Risiko fur ein Rezidiv in der

Kohorte signifikant.
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Ahnlich fanden Lobaziewicz et al. in ihrer multivariaten Cox-Analyse, dass der
Sentinelstatus ein prognostisch unabhangiger Faktor fir das rezidivireie Uberleben
(DFS) ist und ein fast 6-fach erhohtes Risiko fur die Sentinel-positive Gruppe darstellt
(HR=5,677; p=0,006) (121). Diese Beobachtungen wurden ebenfalls von Teixeira et
al. und Tejera-Vaquerizo et al. unterstitzt (115,120).

5.3.2 Beitrag der Ulzeration

Das Vorhandensein einer Ulzeration bestatigte sich in der multivariaten Analyse der
Gesamtkohorte als starker, unabhangiger Risikofaktor fur das MSS (HR=0,550;
p=0,006) und RFS (HR=0,592; p=0,016).

Dieses Ergebnis stimmt mit internationalen Studien Uberein, die der Ulzeration eine
eigene prognostische Bedeutung zusprechen. Sie gehort zu den etabliertesten
Prognosefaktoren, die in klinischen Prognose-Tools verwendet werden (58). Eine
multivariate Analyse von De Vries et al. unterstrich die Ulzeration des Primarmelanoms
als einen der starksten prognostischen Faktoren. Fir das krankheitsfreie Uberleben
(DFS) ergab sich fir die Ulzeration eine Hazard Ratio von 2,2, fir die SLN-Positivitat
eine Hazard Ratio von 2,3 (p < 0,001) (122). In der Untersuchung von Teixeira et al.

erreichte die Ulzeration jedoch keine statistische Signifikanz (115).

5.3.3 Die Rolle von Alter und Geschlecht

Ein hoheres Alter bei Diagnose war in der multivariaten Cox-Analyse der Kohorte ein
unabhangiger prognostischer Faktor fur MSS (HR=1,037; p<0,001) und RFS
(HR=1,026; p=0,003).

Das Alter wird in der Literatur als wichtiger, etablierter Prognosefaktor anerkannt.
Lobaziewicz et al. fanden ebenfalls, dass das Patientenalter (HR=1,044; P=0,038) ein

prognostisch unabhangiger Faktor fiir das rezidivfreie Uberleben war (121).

Interessanterweise berichteten Balch et al. von einer homogenen Patientengruppe in
Bezug die klinisch/ pathologischen Merkmale sowie das Uberleben in der Altersspanne
von 20 bis 70 Lebensjahren. Patienten unter 20 Jahren hatten dabei trotz eher
aggressiveren Tumormerkmalen und einer hoheren Inzidenz ~ von
Lymphknotenmetastasen das beste Uberleben im Vergleich zu allen anderen
Altersgruppen. Das schlechteste Uberleben wurde dagegen bei der Altersgruppe von
uber 70 Jahrigen beobachtet, die die aggressivsten Tumorcharakteristika aufwiesen
und ofter im Kopf-Hals-Bereich auftraten (123).
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Die univariaten Analysen dieser Doktorarbeit zeigten, dass Frauen eine signifikant
bessere Prognose fir alle Endpunkte hatten (MSS: HR=0,499; p=0,017; DMFS:
HR=0,562; p=0,041; RFS: HR=0,554; p=0,006). Dieser Vorteil verlor jedoch in allen
multivariaten Modellen seine Signifikanz, was darauf hindeutete, dass das Geschlecht
selbst kein unabhangiger biologischer Schutzfaktor ist, sondern mit gunstigeren

Tumorcharakteristika korreliert.

In der Literatur gibt es keinen eindeutigen Konsens uber das Geschlecht als eindeutige
unabhangige Variable. Es scheint jedoch mehr Untersuchungen zu geben, in denen
sich das Geschlecht als relevanter Faktor herausgestellt hat. So wurde beispielsweise
bereits 1967 auf Unterschiede in der Aggressivitat bei Melanoma zwischen den
Geschlechtern hingewiesen (124). Diese Beobachtung wurde seitdem haufig repliziert
(122,125,126). In Ihrer grofRen, populationsbasierten Studie (n=11.744) wiesen Josse
et al. einen unabhangigen Einfluss des Geschlechts auf die Melanomerkrankung in
allen Progressionsstufen nach. Dies spiegelte sich hauptsachlich in einem reduzierten
Risiko fur viszerale Metastasen bei Frauen wider, was zu einer signifikant hoheren

Uberlebensrate bei Frauen im Vergleich zu Mannern fihrte (127).

5.3.4 Prognostische Heterogenitat entsprechend der AJCC 8. Edition
Die Kaplan-Meier-Analysen der Gesamtkohorte, reklassifiziert nach der AJCC 8.

Edition, bestatigten die prognostische Aussagekraft der neuen Stadieneinteilung.

Die Analysen zeigten, dass die Uberlebenskurve fiir das Stadium IIIA Gber der der
Stadien IIB und IIC liegt. Diese nicht streng lineare Abfolge der Prognosen ist bei der
EinfGhrung der 8. Ausgabe der AJCC beschrieben und resultiert aus der Neudefinition
der T- und N-Kategorien (48,51)

Trotz der Validierung der AJCC-Kriterien blieb eine prognostische Heterogenitat.
Patienten, die nach klinisch/ pathologischen Kriterien mit einem Niedrigrisiko eingestuft
wurden, wie zum Beispiel die Sentinel-negativen Patienten im Stadium IA-IIA, erlitten
teilweise dennoch ein Rezidiv. Dies unterstrich die Notwendigkeit, traditionelle
Parameter zu erganzen. Neue Ansatze, wie computergestutzte histopathologische
Analysen, versuchen, diese Heterogenitat zu adressieren. So identifizierten
Rosenbaum et al. bei Stadium IB Melanomen horizontale Tumorbreite, digitale
Tumorflachenberechnung und Tumorkonformation als prognostische Variablen, die
das rezidivireie Uberleben (RFS) zuséatzlich zur Breslow-Dicke vorhersagen kénnen

(128). Ebenso ist die Integration von Biomarkern zur Risikostratifizierung ein
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vielversprechender Ansatz, um die bestehende Stadieneinteilung zu verfeinern und

die Prognose fur Melanompatienten zu personalisieren.

126



Diskussion

5.4 Pradiktoren fur den Status des Wachterlymphknotens

Die Sentinellymphknotenbiopsie ist derzeit ein entscheidender Schritt zur
Identifizierung von Patienten mit okkulten, regionaren Mikrometastasen. Wie bereits
zuvor gezeigt, war der Sentinel-Status auch hier neben der Tumordicke der wichtigste
prognostische Faktor zur Vorhersage des weiteren Krankheitsverlaufs. Zwar gibt es
eine Empfehlung fur die Indikationsstellung in der S3-Leitlinie des Melanoms, jedoch
wurde betont, dass diese nicht studienfundiert sei (5). So wird Patienten, die ein
Melanom mit einer Tumordicke von weniger als einem Millimeter haben, nur bei
zusatzlichen  Risikofaktoren  fur  einen  positiven  Sentinelstatus  eine
Sentinellymphknotenbiopsie angeboten. In der Leitlinie wurden als zu
bertcksichtigende Risikofaktoren spezifisch eine vorhandene Ulzeration, eine erhdhte
Mitoserate und ein jungeres Lebensalter von unter 40 Jahren genannt. Was
Risikofaktoren fur einen positiven Sentinelstatus sind und wie diese bewertet werden
bleibt jedoch eine anhaltende Diskussion. Denn auch wenn nur ein geringer Anteil der
Patienten mit dinnen Melanomen ein positives Ergebnis bei der
Sentinellymphknotenbiopsie aufweist, profitieren diese trotzdem dank der
darauffolgenden Hochstufung des pTNM-Stadiums derzeit von einer Therapie. Auch
in hoheren Stadien ist die SLNB ein wichtiges Werkzeug, um Patienten eventuell den
invasiveren Eingriff der radikalen Lymphknotendissektion entweder zu ersparen oder

aber auch zu ermoglichen.

Die SLNB kann neben ihrem hauptsachlich diagnostischen Wert auch bei positivem
Befund mit anschlieBender komplettierender Lymphknotendissektion einen
therapeutischen Wert haben und zu einer verringerten Rezidivrate in der regionaren
Lymphnotenstation fihren (71,129). Deswegen ist die Identifikation von Pradiktoren,
die eine hohe Wahrscheinlichkeit fur einen positiven SLN-Befund anzeigen, von hoher
klinischer Bedeutung fur die Patientenberatung und die Therapieplanung.

Da sowohl fur alle sentinel-negativen (n=320) als auch sentinel-positiven Patienten
(n=73) der Gesamtkohorte klinisch pathologisch Daten vorlagen, wurde auch der
prognostische Wert verschiedener Kklinisch/ pathologischer Parameter fir die
Vorhersage eines positiven Sentinel bei einer Sentinellymphknotenbiopsie untersucht.
Um dies zu untersuchen, wurde eine logistische Regressionsanalyse bei der

Gesamtkohorte durchgefuhrt.
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In der univariaten Analyse bestatigten sich zunachst die Erwartungen gemald der
aktuellen S3-Leitlinie. Das Vorhandensein einer Ulzeration (OR=3,503; p<0,001) und
eine erhdhte Mitoserate (OR=1,901; p=0,032) waren jeweils fur sich genommen
signifikante Pradiktoren fur einen positiven SLN-Status. Wahrend das Patientenalter
(OR=1,013; p=0,192) in dieser Analyse keine statistische Signifikanz erreichte, zeigten
weiterhin eine héhere Breslow-Dicke (OR=1,223; p<0,001), der Subtyp des nodularen
malignen Melanoms (OR=1,971; p=0,031) sowie das Clark-Level 5 (OR=6,857;
p<0,046) einen prognostischen Mehrwert.

Jokic et al. bestatigten mit ihren Untersuchungen diese Ergebnisse. So fanden sie
ebenfalls eine Ulzeration (OR=8.97; p=0,001), eine erhdhte Mitoserate (OR=7.93;
p=0,001), eine hohere Breslow-Dicke (OR=2,62; p=0,003) und ein erhdhtes Clark-
Level (OR:2,21; p=0,048) als signifikante prognostische Faktoren im univariaten
Modell (130). Chang et al. kamen ebenfalls zu sehr &hnlichen Ergebnissen (114). Dies
zeigte, dass die genannten Parameter mit einer fortschreitenden und biologisch
aggressiveren Erkrankung assoziiert sind, die das Risiko einer lymphatischen
Disseminierung erhoht.

Ein anderes Ergebnis zeigte sich jedoch bei der durchgeflhrten multivariaten Analyse.
Nachdem alle Faktoren in ein gemeinsames statistisches Modell aufgenommen
wurden, um ihren voneinander unabhangigen Vorhersagewert zu ermitteln, blieb
einzig und allein das Vorhandensein einer Ulzeration als signifikanter, unabhangiger
Pradiktor fur einen positiven Sentinelbefund Gbrig (OR=2,878; p<0,001). Alle anderen
Parameter, einschliel3lich der Tumordicke nach Breslow, verloren in diesem
kombinierten Modell ihre statistische Signifikanz. Dieses Ergebnis hebt die biologische
und klinische Bedeutung der Ulzeration hervor. Die statistische Erklarung fur den
Signifikanzverlust der Tumordicke in diesem Modell liegt wahrscheinlich in der starken
Kolinearitat beider Variablen. Dickere Melanome neigen weitaus haufiger zu einer
Ulzeration. Es ist daher plausibel, dass in dieser Kohorte die biologische Aggressivitat,
die zur lymphogenen Metastasierung fuhrt, so stark durch die Ulzeration reprasentiert
wird, dass die Tumordicke keinen signifikanten zusatzlichen Mehrwert bei der
Vorhersage liefert, sobald die Ulzeration im Modell bertcksichtigt wird.

Teixiera et al. beschrieben jedoch, dass bei ihrer multivariaten Analyse neben der
Ulzeration die Tumordicke und eine sehr hohe Mitoserate mit mehr als 6 Mitosen pro

Quadratmillimeter signifikante Pradiktoren fur einen positiven Sentinelstatus waren.
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Speziell bei dinnen Melanomen mit einer Tumordicke von unter einem Millimeter
zeigten sich die Tumordicke nach Breslow von mehr als 0,75 Millimetern, ein Clark-
Level von 4 oder mehr sowie die Ulzeration als signifikant (131).

Es gilt jedoch auch zu beachten, dass selbst bei Patienten, die ein negatives
Sentinellymphknotenbiopsie-Ergebnis hatten, ungefahr 13 Prozent ein Rezidiv
erleiden, welches durchschnittlich 21 Monate nach dem Eingriff auftrat (117). Weiterhin
berichteten Hodges et al. daraufhin von einem 5-Jahres-Gesamuberleben von
ungefahr 52%. Dagegen lag das Gesamtiberleben eines gesamten
Patientenkollektivs, das initial als sentinelnegativ diagnostiziert wurde, in der
Untersuchung von Teixiera et al. nach 5 Jahren deutlich héher bei 88,2% (115). Dieser
Unterschied verdeutlicht erneut den dringenden Bedarf nach besseren
Stratifizierungsmoglichkeiten innerhalb des prognostisch gunstigeren
sentinelnegativen Patientenkollektivs neben den klassischen klinisch/ pathologischen
Parametern, um versteckten Hochrisikopatienten trotzdem Therapien anbieten und so

potenziell ihnre Prognose verbessern zu konnen.
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5.5 Reprasentativitat der Biomarkerkohorte im Vergleich zur
Gesamtkohorte und zu publizierten immunoprint®-Kohorten
Die Generalisierbarkeit der Ergebnisse einer Biomarker-Studie hangt malfigeblich
davon ab, ob die untersuchte Subgruppe, fur die das Biomarker-Ergebnis vorliegt, die
ursprungliche Gesamtkohorte sowie andere relevante Studienpopulationen
reprasentiert. Daher wurde die Biomarkerkohorte (n=157) sowohl einem internen
Vergleich mit der eigenen Gesamtkohorte als auch einem externen Vergleich mit
publizierten Kohorten, in denen die 7-Biomarker-Signatur immunoprint® untersucht

wurde, unterzogen.

5.5.1 Interne Reprasentativitat

Die Zusammenstellung der Biomarkerkohorte erfolgte auf Basis definierter Kriterien,
wie der Verfugbarkeit eines fur die immunhistochemische Untersuchung mit
immunoprint® geeigneten Gewebeblocks und der erfolgreich durchgefuhrten
Biomarker-Farbung. Der Vergleich der klinisch-pathologischen Charakteristika
zwischen der Biomarkerkohorte und der Gesamtkohorte zeigte eine hohe
Ubereinstimmung. Zentrale prognostische Parameter wie das mediane Alter (59 vs.
59 Jahre), der Anteil mannlicher Patienten (55,4 % vs. 54,7 %) und die mediane

Breslow-Dicke (1,5 mm vs. 1,5 mm) waren nahezu identisch.

Eine subtile, jedoch fur die Studienziele relevante Abweichung zeigte sich in der
Verteilung klassischer Risikofaktoren. In der Biomarkerkohorte fand sich eine
geringfiigig héhere Pravalenz von Tumoren mit Ulzeration (25,5 % vs. 23,9 %) sowie
ein merklich hoherer Anteil an Patienten mit positivem Sentinel-Lymphknotenstatus
(22,3 % vs. 18,6 %). Diese beiden Merkmale sind anerkannte Indikatoren fir ein
aggressiveres Tumorverhalten. Die leichte Anreicherung von Patienten mit
Hochrisikomerkmalen in der Biomarkerkohorte galt es bei der Bewertung der Signatur-
Ergebnisse zu berucksichtigen. Es schaffte zudem eine Voraussetzung, um die
prognostische Trennscharfe der Signatur auch in dem klinisch herausfordernden
Segment der Patienten mit hoherem Risiko zu testen und ihre potenzielle

Uberlegenheit gegeniiber etablierten Faktoren zu Gberpriifen.

Ebenfalls sehr ahnlich war die Verteilung der Patienten Uber die AJCC-Stadien der 8.
Edition in beiden Kohorten. Diese hohe Kongruenz belegt, dass durch den
Selektionsprozess, der primar auf der Verfugbarkeit von archiviertem Tumormaterial

basierte, keine starke Verzerrung in die Biomarkerkohorte eingebracht wurde. Sie
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kann somit als reprasentative Stichprobe der Gesamtkohorte angesehen werden, was

die interne Validitat der nachfolgenden Biomarker-Analysen sicherstellt.

5.5.2 Externe Reprasentativitat

Ein wichtiger Vergleich ist der mit anderen Kohorten, in denen die 7-Biomarker-
Signatur immunoprint® ebenfalls untersucht wurde. Zum aktuellen Zeitpunkt kdnnen
hierfur drei Kohorten herangezogen werden, zu denen es Publikationen mit
entsprechenden Informationen gibt. Diese stammen von Meyer et al. aus den Jahren
2012 sowie 2023 und von Reschke et al. aus dem Jahr 2021 (8,40,41). So kbénnen
Daten zur ,High-Risk"- und ,Low-Risk“-Verteilung sowie einige
Patientencharakteristika und klinisch/ pathologische Parameter der Primarmelanome
verglichen werden.

5.5.2.1 Biomarker-Untersuchung von Patienten der Stadien I-IV (n=225) von Meyer et al. aus dem Jahr

2012(8)
Eine erste mogliche Vergleichsreferenz ist die Validierungskohorte aus Regensburg,

die in der Erstbeschreibung der immunoprint®-Signatur von Meyer et al. 2012
publiziert wurde (8). Zu beachten ist jedoch, dass die Biomarker an einem Tissue Micro
Array (TMA) gefarbt wurden und nicht an einem Gesamtschnitt des Melanoms wie in
der hier analysierten Mainzer Kohorte.

Das Verhaltnis von ,Low- Risk® zu ,High-Risk“-Ergebnissen der Untersuchungen mit
der 7-Biomarker-Sigantur betrug in dieser Dissertation zur Mainzer Biomarkerkohorte
(n=157) 31,8% zu 68,2%. Meyer et al. beobachteten bei ihrer Analyse Werte sehr
ahnlicher GréRRenordnung mit 33% zu 67%.

Die Werte fur die mittlere Tumordicke lagen mit 1,08 mm fur die ,Low-Risk"- und 2,55
mm fur die ,High-Risk“-Gruppe jedoch etwas niedriger aber in einem ahnlichen Bereich
wie die Mainzer Werte (,Low-Risk“=1,4 mm; ,High-Risk‘=2,6 mm). Der Anteil der
sentinelpositiven Patienten ist mit 22,3% in der Mainzer Kohorte auch deutlich héher

als in der Validierungskohorte von Meyer et al. mit 5%.

Wahrend in dieser Biomarker-Kohorte das mittlere Alter der ,Low-Risk®-Patienten
leicht hoher lag, war dieser Effekt genau umgekehrt bei Meyer et al zu beobachten.
Bei der ,High-Risk“-Gruppe wurden zudem fur beide Kohorten sehr ahnliche
Beobachtungen von einem leichten Manner-Uberhang mit 56,1% in der Mainzer
Kohorte sowie 55,1% in der Validierungskohorte von Meyer et al. gemacht.

131



Diskussion

5.5.2.2 Biomarker-Untersuchung von Patienten der Stadien I-1IA (n=439) von Meyer et al. aus dem Jahr
2023 (41)
Eine zweite Vergleichsmdglichkeit ist die prospektive Kohorte von Meyer et al. aus

dem Jahr 2023 (41). Dabei wurden insgesamt 439 Patienten der Stadien IA-IIA
untersucht. Weiterhin wurden einige Subgruppenanalysen fur Patienten der Stadien
IB-IIA (n=116) gemacht, die fur einen Vergleich entsprechende Subgruppe der
Mainzer Biomarkerkohorte herangezogen werden kann. Zu beachten ist, dass in
dieser Arbeit die cTNM- und nicht die pTNM-Stadien berichtet wurden.

Die ,Low-Risk"- zu ,High-Risk“-Verteilung stellt sich in dieser Kohorte mit 75% zu 25%
etwas abweichend dar. Der hohe Anteil an Niedrigrisikopatienten ist plausibel, da
73,6% der Patienten mit cTNM-Stadium |A klassifiziert wurden, wahrend bei der
Mainzer Kohorte nur 14,6% der Patienten dem pTNM-Stadium IA angehdren. Dies
spiegelt sich auch in einer deutlich geringeren mittleren Tumordicke von 0,7 mm im
Vergleich zur Mainzer Kohorte mit 2,2 mm wider.

Ohne die Betrachtung der groRen Gruppe von IA Patienten in der Vergleichskohorte,
konnen fur die Subgruppe der IB bis IIA Patienten vergleichbarere Werte im ,Low-Risk*
und ,High-Risk“-Verhaltnis mit 42,2% zu 57,8% zur Mainzer Kohorte (31,8% vs.
68,2%) ermittelt werden. Deshalb ist diese Kohorte als Referenz fur die
Subgruppenanalyse der Mainzer Patienten der Stadien IB bis IlA interessant.

5.5.2.3 Biomarker-Untersuchung von Patienten der Stadien IB-1ll (n=88) von Reschke et al. aus dem

Jahr 2021 (40)
FiUr einen dritten Vergleich kann die Leipziger Kohorte von Reschke et al. aus dem

Jahr 2021 herangezogen werden (40). Sie analysierte 88 Patienten der Stadien IB bis
1.

Die Leipziger Kohorte zeichnet sich im Vergleich zu den anderen Kohorten durch
aggressivere Tumorcharakteristika aus. Dies spiegelt sich unter anderem in einer
hoheren mittleren Tumordicke mit 2,6 mm bei der ,Low-Risk*- und 3,9 mm bei der
,=High-Risk“-Gruppe wider (Mittelwert: 2,1 mm vs. 3,0 mm). Auch die Ulzerationsrate
der gesamten Kohorte liegt mit 46,6% deutlich Gber der in der Mainzer Biomarker-
Kohorte beobachteten 25,5%. Obwohl diese Kohorte ein hoheres klinisch-
pathologisches Risiko aufwies, lag jedoch der mit immunoprint® ermittelte ,High-Risk"-
Anteil bei 54,5% und somit unter dem der Mainzer Kohorte mit 68,2%. Die Grinde fur
den hoheren Anteil an molekular als ,High-Risk® definierten Patienten dieser Kohorte

sind dabei vermutlich multifaktoriell. So ist es denkbar, dass die Kohorte, obwohl

132



Diskussion

klinisch-pathologisch vergleichbar, versteckte Merkmale aufwies, die mit einer
aggressiveren Tumorbiologie assoziiert sind, welche von den klassischen
histopathologischen Parametern nicht vollstandig erfasst wurden, aber auf molekularer
Ebene detektierbar waren. Ebenso konnten leichte Variationen in praanalytischen
Faktoren (z.B. unterschiedliche Fixierungszeiten des Gewebes, Alter der
Paraffinblocke Uber den langen Studienzeitraum) Uber verschiedene Zentren hinweg

nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Eine kurzlich durchgefihrte analytische Validierungsstudie bestatigte jedoch eine
hohe technische Reproduzierbarkeit des immunoprint®-Assays (46).

5524 Fazit

Die Mainzer Biomarkerkohorte war klinisch-pathologisch reprasentativ, schien dabei
aber im Vergleich mit den anderen Kohorten, an denen die 7-Biomarker-Signatur
untersucht wurde, ein leicht hoheres molekulares Risikoprofil aufzuweisen. Die
aufgezeigten Gemeinsamkeiten und Unterschiede waren fur die Interpretation der
nachfolgenden Uberlebensanalysen sehr relevant. Um diese Zentrumseffekte zu
reduzieren, waren kombinierte Analysen der verschiedenen Zentrums-Kohorten ein
interessanter nachster Schritt. Dazu ware die Kohorte aus Leipzig geeignet, da dort
ebenfalls alle Patienten einer Sentinellymphknotenbiopsie unterzogen wurden.
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5.6 Prognostischer Mehrwert der 7-Biomarker-Signatur: Analysen in
spezifischen Kohorten

Nachdem die Reprasentativitat der Biomarkerkohorte diskutiert wurde, widmen sich
die folgenden Analysen einer zentralen Fragestellung dieser Arbeit. Es wurde die
prognostische Qualitdt der 7-Biomarker-Signatur immunoprint® in der Mainzer
Kohorte Uberpruft. Besonders interessant ist dabei der unabhangige prognostischen
Mehrwert zur Risikostratifizierung von Melanompatienten, der Uber die etablierten
klinisch-pathologischen Parameter hinausgeht.

Kaplan-Meier-Analysen untersuchten dabei die Fahigkeit eine Patientengruppe durch
die Signatur klar und klinisch bedeutsam in eine ,Low-Risk"- und ,High-Risk“-Gruppe

Zu trennen.

Die Cox-Analysen bewerteten im univariaten Modell eine prognostische Relevanz. In
einer multivariaten Analyse wurde das Vorliegen eines unabhangigen Beitrags zu den
etablierten prognostischen Faktoren fur die jeweiligen Endpunkte MSS, DMFS und
RFS Uberprift.

Anhand von ROC-Analysen kénnen das Biomarker-Modell und das Referenzmodell
verglichen werden und ein Beitrag der Biomarker-Signatur zur prognostischen

Leistung anhand der berechneten AUCs quantifiziert werden.

Die Betrachtung der Sensitivitat und des NPV widmete sich der Frage, wie sicher die
Einstufung als ,Low-Risk® Patient wirklich war, wahrend die Spezifitat und der PPV

eine Aussage dazu trafen, ob ,High-Risk“-Patienten wirklich einen Progress erlitten.

5.6.1 Gesamte Biomarkerkohorte (Stadien I-IV, n=157)

5.6.1.1 Stratifizierung und prognostischer Wert
Die Kaplan-Meier-Analysen fur die gesamte Biomarkerkohorte demonstrierten deutlich

die Fahigkeit der Signatur, Patienten in Gruppen mit signifikant unterschiedlicher
Prognose zu trennen. Die starkste und statistisch robusteste Differenzierung zeigte
sich fir das rezidivfreie Uberleben (RFS), wo die Uberlebenskurven der ,Low-Risk*
und ,High-Risk“ Gruppen weit auseinanderliefen (p=0,00043). Wahrend Patienten der
,Low-Risk‘-Gruppe eine sehr gute 10-Jahres-Uberlebensrate von 92% aufwiesen, lag
diese Rate in der ,High-Risk“-Gruppe bei lediglich 54%. Diese deutliche Separation
bestatigte die grundlegende Validitat der Signatur und ist konsistent mit den
Ergebnissen aus der Erstvalidierung von Meyer et al. sowie den Ergebnissen von
Reschke et al. an einer vergleichbaren Kohorte, die die Stadien IB-IlIC einschloss
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(8,40). Auch stehen die hier gewonnen Ergebnisse in Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen von Meyer et al. aus dem Jahr 2023 und Amaral et al. ebenfalls aus
dem Jahr 2023 und zeigen signifikante Ergebnisse fur das RFS (41,132).

Fir das melanomspezifische (MSS, p=0,033) und das fernmetastasenfreie Uberleben
(DMFS, p=0,051) wurde in der Mainzer Kohorte ebenfalls eine signifikante bzw.
tendenziell signifikante Trennung der Kurven beobachtet, was die Fahigkeit der
Signatur unterstreicht, auch bei diesen klinischen Endpunkten Patientengruppen zu
stratifizieren.

5.6.1.2  Prognostischer Mehrwert im Vergleich zu den etablierten histopathologischen Risikofaktoren
Bei der entscheidenden Frage nach dem unabhangigen prognostischen Wert mittels
multivariater Cox-Analyse erwies sich die 7-Biomarker-Signatur fur das RFS als
starker, unabhangiger prognostischer Faktor (HR=3,904; p=0,0144), dessen
Vorhersagekraft neben der Tumordicke und dem Alter bei Diagnose signifikant
bestehen blieb. Der p-Wert fur den Nodalstatus blieb mit p=0,0537 knapp unter dem
Signifikanzniveau. Insgesamt gingen 43 RFS-Ereignisse in die Berechnung ein.

Fir die Endpunkte MSS und DMFS verlor die Signatur in dieser Kohorte jedoch ihre
statistische Signifikanz im multivariaten Modell. Hier blieb die Tumordicke nach
Breslow jeweils allein ein unabhangiger Pradiktor. Dies bestatigte die etablierte
Tumordicke als Faktor zur Vorhersage von Fernmetastasierung und Tod.

Da fur uni- und multivariate Cox-Analysen die Ereignisrate sowie die Zahl der
untersuchten Variablen eine Rolle spielt und fur die Endpunkt MSS sowie DMFS nur
24 bzw. 21 Ereignisse in die Berechnung eingingen, ist davon auszugehen, dass die
niedrige Zahl der Ereignisse einen entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis hatte.

Bei den ROC-Analysen fir das MSS lag der inkrementelle Nutzen der Signatur im
Vergleich zum Referenzmodell nach 5 Jahren bei -0,5 Prozentpunkten und nach 10
Jahren bei 0,5 Prozentpunkten bei einem AUC-Wert von Uber 70%. Rechnerisch
lieferte immunoprint® in der Gesamtkohorte keinen nennenswerten Mehrwert, der
nicht schon bereits durch die klinisch/ pathologischen Faktoren erfasst wurde. Beim
RFS lag der Mehrwert nach 5 Jahren bei 3,1 Prozentpunkten und nach 10 Jahren bei
3,9 Prozentpunkten und kam damit sogar auf einen AUC-Wert von 81,5%. Dies zeigte,
dass die prognostischen Faktoren bereits eine gute Vorhersage lieferten, die Signatur
diese jedoch noch verbessern konnte und somit einen Mehrwert darstellte.
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Die ROC-Analysen weiterer Subgruppen wie den Stadium IA bis IIA bzw. IB-IIA (siehe
Kapitel 5.6.2 und 5.6.3.) zeigen héhere AUC-Differenzen zwischen dem Risikoscore-
Modell und dem Referenzmodell. Dies deutet darauf hin, dass der Mehrwert der
Biomarker-Signatur bei den niedrigeren Stadien am ausgepragtesten ist.

5.6.1.3 Diagnostische Glite des Tests

Die klinische Nutzlichkeit eines prognostischen Tests wird maldgeblich durch seine
Leistungskennzahlen bestimmt. In dieser Analyse zeigte die Signatur insbesondere fur
das RFS eine hohe Sensitivitdt von 90,7%, wahrend sie fur das MSS und DMFS bei
87,5% und 85,7% lagen. Die Spezifitdt war eher moderat mit dem hdéchsten Wert von
40,4% beim RFS. Dies fihrte konsequenterweise zu einem moderaten positiven
pradiktiven Wert von maximal 36,5 % beim RFS. Dieser Wert bedeutete, dass etwa
jeder dritte als ,High-Risk“ klassifizierte Patient tatsachlich ein Rezidiv erlitt. Dieses
Ergebnis steht nicht im Widerspruch, sondern im Einklang mit den publizierten Daten
anderer grof3er Kohorten. So berichteten Meyer et al. in der Regensburger Kohorte
aus dem Jahr 2023 einen PPV von 17,3 % fur das MSS (41). Die Leipziger Kohorte
fand hingegen einen deutlich héheren PPV von 33,3 % fur das MSS (40).

Eine Uber alle Studien hinweg konsistente Starke der immunoprint®-Signatur lag in
ihrem hohen negativen pradiktiven Wert. In dieser Kohorte betrug der NPV fur das
RFS 92,0 %. Dieser Wert lag unter den NPVs von 97,0 % (fir DFS) bei Meyer et al.
und 97,5 % (fur RFS) bei Reschke et al. (40,41). Die klinische Implikation dieses
Befundes ist, dass ein ,Low-Risk“-Ergebnis ein zukunftiges Krankheitsrezidiv mit sehr
hoher Sicherheit ausschlielt. Fur das klinische Management bedeutet dies, dass
Patienten mit einem ,Low-Risk“-Ergebnis weiterhin einer Standard-Nachsorge
zugefuhrt  werden  konnten, was  potenziell zur Deeskalation von
UberwachungsmafBnahmen und zur Vermeidung von Ubertherapie im Rahmen der
Nachsorge beitragen kann. Die Signatur ist somit nicht nur ein Werkzeug, um ein
Rezidiv mit Sicherheit vorherzusagen, sondern auch ein Instrument, um Patienten zu

identifizieren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit kein Rezidiv erleiden werden.
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5.6.2 Patienten der Stadien IA-IIA (n=104)

Die klinische Betreuung von Melanompatienten in den AJCC-Stadien IA bis IIA ist von
einer inharenten Unsicherheit gepragt. Obwohl die Uberwiegende Mehrheit dieser
Patienten eine gute Prognose hat, erleidet ein zwar prozentual kleiner, aber in
absoluten Zahlen relevanter Anteil einen Krankheitsrezidiv, der mit erheblicher
Morbiditat und Mortalitdt verbunden ist (133). Dies schafft ein klinisches Dilemma.
Einerseits kann es zu einer unnétig intensiven Uberwachung aller Patienten der
Niedrigrisiko-Mehrheit fuhren. Andererseits werden Hochrisikopatienten potenziell zu
spat identifiziert. Da fur diese Patientengruppe aktuell keine adjuvante Systemtherapie
zugelassen ist, ist die Notwendigkeit fur prazisere prognostische Werkzeuge, die uber
die klassische Histopathologie hinausgehen, hoch.

5.6.2.1 Stratifizierung und prognostischer Wert

Die Analyse in dieser Niedrigrisiko-Kohorte (IA-IIA, n=104) zeigte die Fahigkeit der 7-
Biomarker-Signatur, eine prognostische Differenzierung vorzunehmen. Fur das
rezidivireie Uberleben (RFS) zeigte sich eine statistisch signifikante Trennung der
Kaplan-Meier-Kurven (p=0,045). Die visuelle Analyse der Kurven ist dabei
aufschlussreich. Die Kurve der ,Low-Risk“-Gruppe verlief nach einem initialen,
minimalen Abfall als stabiles Plateau auf einem hohen Niveau mit einer 10-Jahres-
RFS-Rate von 95%. Im Gegensatz dazu zeigte die Kurve der ,High-Risk“-Gruppe
einen stetigen Abfall, insbesondere innerhalb der ersten 5 Jahre, was zu einer 10-
Jahres-RFS-Rate von nur 74% fihrt. Meyer et al. beobachteten in ihrer
Untersuchungen von 2023 &hnliche Werte mit einem 5-Jahres Uberleben beim DFS
von 97,2% bei ,Low-Risk“-Patienten und 84,4% bei ,High-Risk“-Patienten. Beim MSS
lagen die Werte fur die ,Low-Risk“-Gruppe bei 99,4% und die der ,High-Risk“-Gruppe
etwas niedriger mit 88,9% im Vergleich zur Mainzer Kohorte mit 95% (41). Dies
quantifizierte ein verstecktes Risiko innerhalb dieser als prognostisch gunstig
eingestuften Gruppe. Dabei identifizierte die Signatur eine Subpopulation, deren
Rezidivrisiko um mehr als das Fiinffache erhoht ward. Fir die harteren Endpunkte MSS
und DMFS wurde in dieser Studie aufgrund der erwartungsgemafl® geringen
Patientenzahl sowie Ereigniszahl keine signifikante Trennung erreicht (p=0,17 bzw.

3 Low-Risk“-Gruppe: 10-Jahres-RFS=95% beutetet ein Rezidiv-Risiko von 5%; ,High-Risk‘-Gruppe: 10-
Jahres RFS=74% bedeutet ein Rezidiv-Risiko von 26%, also 5x hoher
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p=0,54). In einer Kohorte mit einer 10-Jahres-MSS-Rate von Uber 90 % ware eine sehr
hohe Fallzahl erforderlich, um statistische Signifikanz fur diesen Endpunkt zu erzielen.
Der Endpunkt RFS ist in dieser Population jedoch klinisch relevant, da dies die
Nachsorgestrategie und das weitere klinische Vorgehen unmittelbar beeinflusst.

5.6.2.2  Prognostischer Mehrwert im Vergleich zu den etablierten histopathologischen Risikofaktoren
Der Mehrwert einer molekularen Testung wurde in dieser spezifischen klinischen
Situation durch die multivariate Cox-Analyse gezeigt. Nach Adjustierung fur alle
etablierten Parameter erwiesen sich die 7-Biomarker-Signatur (HR=4,90; p=0,0414)
und das Patientenalter als die einzigen unabhangigen Pradiktoren fur ein
Krankheitsrezidiv. Bemerkenswerterweise verlor die Tumordicke nach Breslow, der
dominante Faktor in den Untersuchungen zur Gesamtkohorte, in dieser Subgruppe
vollstandig ihre unabhangige prognostische Aussagekraft. Dies lasst vermuten, dass
bei dinnen Melanomen, die in den Stadien IA-IIA dominieren, die geringen absoluten
Dickenunterschiede die zugrundeliegende biologische Aggressivitat nur noch
unzureichend widerspiegeln. Die molekulare Signatur hingegen schien hier eine
trennscharfere Prognose fur das wahre Metastasierungspotenzial und somit neue und
erganzende, prognostische Informationen zu liefern, genau in dem Bereich, in dem die

etablierten Kriterien nicht mehr ausreichend differenzieren (134).

Die AUC wies fur das MSS nach 5-Jahren sowonhl fur das Referenzmodell als auch fur
das Signaturmodell niedrige Werte von 55,2% bis 56,8% aus. Dies ist zu erwarten, da
in dieser Patientengruppe ein melanomspezifisches Versterben nach so kurzer Zeit
eher unwahrscheinlich ist. Nach 10 Jahren sah dies jedoch schon etwas anders aus.
Wahrend das Referenzmodell eine maRige AUC von 66,5% zeigt, konnte die Signatur
diesen Wert um 14,1 Prozentpunkte auf 80,6% erhdhen, was einen deutlichen
Mehrwert der Signatur zeigte. Dieser Effekt bestatigte sich ebenfalls fur die AUC des
RFS mit einem Wert von 84,9% fur die Signatur, die hier einen Mehrwert von 8
Prozentpunkten im Vergleich zum Referenzmodell zeigte.

5.6.2.3 Diagnostische Glite des Tests

Ein klinischer Nutzen der Signatur in dieser Niedrigrisiko-Gruppe zeigte die Spezifitat
im Bereich von 40% fiir alle drei Endpunkte. Der PPV war mit dem héchsten Wert von
18,8% beim RFS eher als moderat zu betrachten. Der negativ pradiktive Wert war
jedoch auch hier wieder hoch mit 95,0 % fir das RFS. Er kdnnte es erlauben, einer
Mehrheit der Patienten in diesen frGhen Stadien mit einem ,Low-Risk“-Ergebnis eine
fundierte und beruhigende Prognose zu geben und somit die Angst betroffener
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Patienten zu reduzieren. Der Test identifizierte eine Risikogruppe, in der die
Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs im Vergleich zur Basisrate der Gesamtkohorte
deutlich erhoht war. Diese stratifizierte ,High-Risk“-Population stellt eine interessante
Zielgruppe fiir eine intensivierte bildgebende Uberwachung oder fiir die Rekrutierung
in klinische Studien dar, die den Nutzen adjuvanter Therapien in dieser intermediaren

Risikogruppe zukunftig untersuchen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die 7-Biomarker-Signatur immunoprint®
ein valides Werkzeug ist, um die heterogene Prognose innerhalb der AJCC-Stadien
IA-1IA weiter zu stratifizieren. Sie identifizierte als unabhangiger prognostischer Faktor
eine Subgruppe von Patienten mit erhdhtem Rezidivrisiko und bot durch ihren hohen

NPV eine verstarkte Sicherheit bei der Identifikation von Patienten mit guter Prognose.
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5.6.3 Patienten der Stadien IB-IIA (n=81)

Patienten mit Melanomen der Stadien IB und IIA reprasentieren innerhalb der zuvor
analysierten Gruppe der Stadien IA-IIA eine intermediare Risikogruppe, die fur das
klinische Management eine besondere Herausforderung darstellt. Wahrend ihr
Rezidivrisiko signifikant hoher ist als das von Stadium IA-Patienten, ist es nicht so hoch
wie das von Stadium lll-Patienten, fur die adjuvante Therapien fest etabliert sind. Nach
der Zulassung von adjuvanten Therapien im Stadium I|IB und IIC, steht diese
Population nun im Fokus der Diskussion fur einen adjuvanten Therapieansatz.
Allerdings ist gerade hier ein prognostischer Marker hochst relevant, um innerhalb
dieser heterogenen Gruppe eine zuverlassige Risikostratifizierung zu ermoglichen
5.6.3.1 Stratifizierung und prognostischer Wert

Die Kaplan-Meier-Analysen in der Subgruppe von 81 Patienten der Stadien IB-IIA
lieferten ein interessantes Ergebnis. Insbesondere fur die Endpunkte des
melanomspezifischen aber auch fur des rezidivfreie und fernmetastasenfreien
Uberlebens zeigte sich eine sehr gute Separation der Risikogruppen. In der als ,Low-
Risk“ eingestuften Gruppe (n=26) trat beim MSS Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von uber 10 Jahren kein einziges Ereignis auf. Alle
melanomspezifischen Todesfalle und alle Fernmetastasen ereigneten sich
ausschlieRlich in der ,High-Risk“ Gruppe (n=55). Auch fiir das rezidivfreie Uberleben
(RFS) war ein starker Trend zur Trennung der Kurven zu beobachten (p=0,065), wobei
die ,Low-Risk“-Gruppe mit einer 10-Jahres-RFS-Rate von 96% eine exzellente
Prognose aufwies, verglichen mit 72% in der ,High-Risk“-Gruppe. Auch hier zeigten
Meyer et al. vergleichbare Werte mit einem 5-Jahres Uberleben beim DFS von 95,7%
bei ,Low-Risk“-Patienten und 78,7% bei ,High-Risk*-Patienten. Ahnliche Werte zeigte
auch die Analyse von Amaral et al. mit 100% im Vergleich zu 79% bei dem 5-Jahres-
RFS der ,Low-" und ,High-Risk“-Gruppen (132). Beim MSS waren die Werte fir die
,Low-Risk“-Gruppe bei 100% und die der ,High-Risk“-Gruppe niedriger mit 86,2% im
Vergleich zur Mainzer Kohorte mit 94% (41). Die hdheren Werte der Mainzer Kohorte
beim 5-Jahres-MSS lagen vermutlich jeweils darin begrindet, dass es fur einige
Patienten, die bekannterweise am Melanom verstarben, keine ausreichenden
Informationen von Nachsorgeuntersuchungen bis zu ihrem Tod gab. Die geringen
absoluten Ereigniszahlen mit jeweils 6 Events fuhrten trotz der guten Stratifizierung fur
MSS und DMFS zu keiner statistischen Signifikanz.
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5.6.3.2  Prognostischer Mehrwert im Vergleich zu den etablierten histopathologischen Risikofaktoren
In der multivariaten Cox-Analyse fur das RFS behielt das Alter seine Signifikanz als

unabhangiger Pradiktor. Die 7-Biomarker-Signatur zeigte mit einer Hazard Ratio von
6,36 einen sehr starken, aber statistisch nicht signifikanten Trend (p=0,0782). Dieses
Ergebnis ist vermutlich auf eine Limitation durch die geringe Fall- und Ereigniszahl
zuruckzufuhren. Eine Hazard Ratio dieser Grof3enordnung deutet auf einen starken
klinischen Effekt hin, der in einer groReren Kohorte wahrscheinlich statistische
Signifikanz erreichen wirde. So konnten Amaral et al. fur Patienten der Stadien IB und
lIA (n=382) in einer multivariaten Analyse die 7-Biomarker-Signatur neben der Breslow
Dicke und dem Alter als signifikante unabhangige prognostische Faktoren ermitteln
(132).

Bei den ROC-Analysen zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei den Patienten der Stadien
IA bis [IA. So war auch hier AUC fur das 5-Jahres-MSS wie erwartet eher gering, wobei
die Signatur hier einen Mehrwert von 4,4 Prozentpunkten zeigte. Beim 10-Jahres-MSS
sowie bei den Werten fur das RFS lag der jeweilige Mehrwert um bemerkenswerte 10
Prozentpunkten. Beim 10-Jahres-MSS erreichte die AUC damit 77,2% und bei dem
10-Jahres-RFS sogar einen besonders hohen Wert mit 85,4%. Dies zeigte einen
konstanten Mehrwert der Signatur als Ergédnzung zu den klassischen klinisch/
pathologischen Parametern.

5.6.3.3 Diagnostische Glite des Tests

Die klinische Anwendung der Signatur in dieser Patientengruppe offenbarte eine duale

Nutzlichkeit, die sich aus der Analyse der Leistungskennzahlen ergibt.

Die klinische Starke der Signatur lag hier in ihrem sehr guten NPV von 100 % fur MSS
und 96,2 % fur RFS. Noch héhere Werte von jeweils 100% wiesen Reschke et al. in
der Subgruppenanalyse ihrer Studie aus 2021 nach (40). Auch die Analysen von
Amaral et al. zeigten fir das RFS einen hohen NPV von 99% sowie eine Sensitivitat
von 98% (132). Ein ,Low-Risk“-Ergebnis kdnnte erlauben, jene Patienten mit hoher
Sicherheit als jemanden mit exzellenter Prognose einzustufen. Dies konnte eine
fundierte Grundlage daflr sein, auf eine intensivierte Nachsorge zu verzichten oder
den Patienten im Kontext einer Studie einem Beobachtungsarm zuzuordnen und ihm
so die potenziellen Toxizitaten einer adjuvanten Therapie zu ersparen, also als ein

Rule-out-Werkzeug fungieren.

Der positive pradiktive Wert war in der Kohorte fur das RFS mit 20,0% moderat und
fur das MSS und DMFS um die 10% eher gering. Auch hier konnten héhere Werte von
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Reschke et al. mit 21,1% fur das MSS und 47,4% flr das RFS gezeigt werden (40).
Etwas héhere Werte wurden von Amaral et al. mit einem PPV von 26% fir das RFS
berichtet (132). Das bedeutet, dass nicht jeder Patient mit einem ,High-Risk“ Ergebnis
der Signatur zwangslaufig ein Rezidiv erleidet. Die klinische Bedeutung des PPV liegt
jedoch nicht nur in einer reinen Vorhersage eines tatsachlich stattfindenden Events,
sondern auch in der Erhohung des individuellen Risikos. Die Rezidivrate in der ,Low-
Risk“-Gruppe lag bei nur ca. 4 % (1 von 26 Patienten). Ein ,High-Risk“-Ergebnis
restratifiziert dagegen einen Patienten von diesem niedrigen Risiko in eine Gruppe mit
einem deutlich hdheren Rezidivrisiko von 20 % (11 von 55 Patienten), was einer
Verfunffachung des Risikos entspricht. Diese potenzielle ,High-Risk“-Population ist
deswegen die eigentliche Zielgruppe fur klinische Studien zu adjuvanten Therapien.
Die Behandlung dieser selektierten Gruppe verbessert das Nutzen-Risiko-Verhaltnis
einer potenziell nebenwirkungsreichen Therapie, da die "Number Needed to Treat" zur
Verhinderung eines Rezidivs durch die Untersuchung mit der Signatur sinkt. Sie kann
also als "Rule-in"-Werkzeug angewendet werden, indem sie die Patienten identifiziert,
bei denen der potenzielle Nutzen einer Therapieeskalation am grofdten ist.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die 7-Biomarker-Signatur innerhalb der
Stadien IB-IIA eine auRRerordentlich prazise und klinisch relevante Risikostratifizierung
ermoglichte und eine duale Nutzlichkeit lieferte. Sie konnte durch die Anreicherung
von Risikoereignissen in der ,High-Risk“-Gruppe die rationale Grundlage fur eine

Therapieeskalation im Rahmen von klinischen Studien schaffen.
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5.6.4 Patienten im Stadium IIl (n=32)

Patienten im Stadium Il des kutanen Melanoms gelten per Definition als
Hochrisikopopulation, fur die eine adjuvante Systemtherapie zugelassen ist. Sie steht
betroffenen Patienten zur Verfugung und stellt den Behandlungsstandard dar.
Dennoch ist die Prognose innerhalb dieser Gruppe aul3erordentlich heterogen, mit 5-
Jahres-Uberlebensraten, die von tiber 90 % im Stadium IlIA bis unter 35 % im Stadium
I1ID reichen (51). Gerade bei den diinnen pT1-2a Melanomen im Stadium IlIA werden
zusatzlich pathologische Parameter wie die Grol3e der Sentinelmetastase zur weiteren
Risikobewertung herangezogen. Auch die 7-Biomarker-Signatur konnte hier eine
prazise, individuelle Risikobewertung Uber das rein pathologische Staging hinaus
ermoglichen.

5.6.4.1 Stratifizierung und prognostischer Wert

Die Kaplan-Meier-Analysen in der Stadium-lll-Kohorte (n=32) zeigten eine sehr
deutliche und signifikante Aufteilung der Patienten in eine ,High-Risk"- und eine ,Low-
Risk“-Gruppe. Fiir das rezidivfreie Uberleben (RFS) zeigte die Trennung der Kurven
einen p-Wert von p=0,01 mit einem interessanten Ergebnis. In der als ,Low-Risk®
eingestufte Gruppe (n=8) wurden keine RFS-Ereignisse beobachtet (5- und 10-Jahres-
RFS-Rate von 100%). Im scharfen Kontrast dazu stand die ,High-Risk“ Gruppe (n=24),
in der die RFS-Rate nach 10 Jahren auf 26% abfiel.

Ebenfalls deutlich, wenn auch aufgrund der geringen Fallzahl ohne formale statistische
Signifikanz, war das Bild fur die Endpunkte MSS (p=0,12) und DMFS (p=0,077). Auch
hier trat in der ,Low-Risk“-Gruppe kein einziges Ereignis auf. Alle
melanomspezifischen Todesfalle und Fernmetastasen waren ausschliefl3lich in der
»High-Risk“-Gruppe zu finden. Dieses Ergebnis ist von klinischer Relevanz. Es legt
nahe, dass die Signatur in der Lage ist, auch innerhalb einer Hochrisikopopulation eine
Subgruppe von Patienten zu identifizieren, deren Prognose unerwartet gut ist.

In der LR-Gruppe waren 6 IlIA Patienten (75%) zu finden. Zwei weitere waren jeweils
mit einem Patienten in Stadium 111B sowie IlIC vertreten. Dies konnte darauf hindeuten,
dass gerade im Stadium IIIA eine Stratifizierung auch ohne genauere Angaben zur
SentinelmetastasengrofRe mit Hilfe der 7-Biomarker-Signatur maoglich ist.

5.6.4.2  Prognostischer Mehrwert im Vergleich zu den etablierten histopathologischen Risikofaktoren

Die multivariate Cox-Analyse bestatigte eine unabhangige prognostische
Aussagekraft der Signatur in dieser Hochrisikokohorte. Sowohl fur das RFS (HR=5,16;
p=0,0117) als auch fur das MSS (HR=8,56; p=0,0293) erwies sich die 7-Biomarker-
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Signatur als signifikanter, unabhangiger Pradiktor, wahrend etablierte Parameter wie
die Tumordicke ihre Signifikanz verloren. Dass trotz einer kleiner Kohortengrof3e diese
p-Werte berechnet werden konnten, lasst sich vermutlich mit der hohen Zahl an
Ereignissen (15 RFS-, 8 MSS-Ereignisse) dieser Gruppe erklaren. Es unterstreicht,
dass die immunhistochemische Untersuchung der 7-Biomarker eine zusatzliche, von

der Anatomie unabhangige Information tUber die Tumorbiologie liefern kann.

Die ROC-Analysen zeigten fur das 5-Jahres-MSS einen Mehrwert von 4,3
Prozentpunkten, wahrend die AUC des 10-Jahres MSS fur die Signatur
Uberraschenderweise 6,6 Prozentpunkte unter der des Referenzmodells lag. Dieser
umgekehrte Effekt ist vermutlich auch hier auf die geringen Patienten- und
Ereigniszahlen zurlickzufiihren. Wahrend der Mehrwert im 5-Jahres-Uberleben fiir das
RFS moderate 3,1 Prozentpunkte betrug, zeigte die Signatur nach 10 Jahren ein
Mehrwert von 12,6 Prozentpunkten und erreichte eine AUC von 83,3%.

5.6.4.3 Diagnostische Glite des Tests

Die klinische Bedeutung wurde durch die Leistungskennzahlen bestatigt. Der negative
pradiktive Wert betrug fur alle drei Endpunkte (MSS, DMFS, RFS) 100%. Die gleichen
Werte wurden auch von Reschke et al. ermittelt (40). Ein ,Low-Risk“-Ergebnis schloss
in dieser Kohorte ein spateres Krankheitsereignis vollstandig aus, was potenziell neue
Perspektiven fur das Management von Stadium-llI-Patienten liefert. Insbesondere fur
Patienten mit einem ,Low-Risk“-Profil im Stadium IlIIA konnte zuklnftig eine
Deeskalation der adjuvanten Therapie oder sogar eine aktive Uberwachungsstrategie
eine valide Option darstellen. Dieser Ansatz musste jedoch im Rahmen von Studien
Uberprift werden. Gleichzeitig bestatigt der Test mit einem PPV von 62,5% fir das
RFS eine Hochrisikogruppe, fur die der Einsatz der bereits bestehenden adjuvanten
Therapien eine Bestatigung findet. Reschke et al. fanden in ihrer Kohorte mit 19
Patienten im Stadium IIl einen noch héheren PPV-Wert mit 86,7% (40).

Zusammenfassend zeigt diese Analyse, dass die 7-Biomarker-Signatur immunoprint®
auch in der als Hochrisiko definierten Stadium-lll-Population ein erganzendes

Stratifizierungs-Werkzeug darstellen konnte.
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5.7 Limitationen der Studie

Trotz der sorgfaltigen Planung und Durchfihrung weist diese Arbeit studiendesign-
immanente Limitationen auf, die bei der Interpretation der Ergebnisse berucksichtigt

werden mussen.

Eine Limitation stellte das retrospektive Design dar. Die Datenerhebung erfolgte
ruckblickend Uber einen langen Zeitraum (2006-2015), was mit dem Risiko fehlender
oder unvollstandiger Daten verbunden ist. Dies zeigte sich beispielsweise an der
hohen Anzahl von Fallen, bei denen der Mitoseindex nicht dokumentiert war. Der
Mitoseindex ist jedoch ein Parameter, dessen prognostische Relevanz bekannt ist,
aber auch in der 8. AJCC-Edition an Bedeutung fur das Staging verloren hat. Obwohl
viele Anstrengungen unternommen wurden, die Daten durch interne Recherche und
postalische Nachbefragung zu komplettieren, kann ein gewisser Informationsverlust

nicht ausgeschlossen werden.

Zweitens konnen die Ergebnisse eines einzelnen Zentrums durch lokale Patienten-
und Behandlungscharakteristika beeinflusst sein, was die Generalisierbarkeit
potenziell einschrankt.

Drittens muss eine potenzielle Selektionsverzerrung bei der Erstellung der
Biomarkerkohorte diskutiert werden. Die Aufnahme in diese Subgruppe war von der
Verflgbarkeit von archiviertem Primartumorgewebe abhangig. Obwohl der interne
Vergleich zeigte, dass die Biomarkerkohorte klinisch-pathologisch recht reprasentativ
fur die Gesamtkohorte war, ist es theoretisch mdglich, dass systematische
Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne verfiugbares Gewebe zum Beispiel
durch unterschiedliche Archivierungszeitraume externer Pathologien bestanden.

Viertens ist die statistische Aussagekraft insbesondere fur die Subgruppenanalysen
durch die teilweise geringen Fall- und Ereigniszahlen limitiert. Dies wurde vor allem in
den Analysen der Stadien IB bis IlA, aber auch der Stadium-Illl-Kohorte deutlich. Dies
liegt nicht unbedingt an dem Fehlen eines Effekts, sondern kann eine direkte Folge
der limitierten statistischen Power sein. Flr prognostische Biomarkeranalysen werden
in der Literatur Eventzahlen zwischen 69 und 100 als Minimum diskutiert (135,136).
Die hier gezeigten Ergebnisse (mit einer RFS-Eventzahl von 43 bei der
Biomarkerkohorte) reihen sich in bisher bekannten und vielversprechenden
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Untersuchungen ein, mussten aber in kombinierten Analysen mit Ergebnissen anderen

Kohorten oder weiter in gro3eren, multizentrischen Kohorten validiert werden.
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5.8 Schlussfolgerung und Ausblick

5.8.1 Schlussfolgerung

Diese Arbeit validierte die prognostische Aussagekraft etablierter klinisch-
pathologischer Parameter in einer reprasentativen, deutschen universitaren Kohorte
und demonstrierte die klinischen Konsequenzen der Reklassifizierung nach der 8.
Edition des AJCC. Gleichzeitig wurden die Limitationen dieser rein morphologischen
Risikobewertung deutlich, die den Bedarf an zusatzlichen molekularen Werkzeugen

zur praziseren Stratifizierung unterstreichen.

Als zentrales Ergebnis dieser Dissertation wurde die 7-Biomarker-Signatur
immunoprint® als valider und unabhangiger prognostischer Faktor fur das kutane
Melanom bestatigt. Eine Starke der Signatur bei der Vorhersage des rezidivfreien
Uberlebens konnte in dieser Kohorte durch Kaplan-Meier- sowie einer multivariaten
Cox-Analyse bestatigt werden.

Die Signatur kann als Rule-in-Werkzeug angewendet werden, indem sie durch einen
moderaten, aber klinisch relevanten positiven pradiktiven Wert Subgruppen anzeigt,
die ein signifikant erhohtes Rezidivrisiko aufweisen. Diese versteckten
Hochrisikopatienten in den frihen Stadien, stellen eine Zielpopulation fur die
Evaluation neuer adjuvanter Therapieansatze dar. Die 7-Biomarker-Signatur konnte
dabei eine Erganzung zur etablierten AJCC-Klassifikation sein und somit die
personalisierte  Risikostratifizierung und das klinische Management von
Melanompatienten mafR3geblich verbessern.

Eine klinisch wertvolle Eigenschaft zeigte sich in einem hohen negativen pradiktiven
Wert, der Uber alle untersuchten Stadien bzw. Subgruppen hinweg konsistent ist. Dies
macht die Signatur interessant als Rule-out-Instrument, da diese mit hoher Sicherheit
Patienten mit einer guten Prognose bzw. ohne einen Ruckfall identifiziert. Diese
Fahigkeit kann auch von besonderer klinischer Relevanz in der Hochrisikogruppe des
Stadiums Ill sein, wo ein ,Low-Risk“-Ergebnis eine fundierte Grundlage fur eine
potenzielle Deeskalation der Therapie oder Nachsorge im Rahmen klinischer Studien

bieten konnte.

5.8.2 Ausblick
Ein wichtiger nachster Schritt ist eine weitere multizentrische Validierung bzw. eine
kombinierte Analyse monozentrischer Daten einschliel3lich der Ergebnisse der hier
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untersuchten Kohorte, um signifikante Ergebnisse auch bei den Endpunkten MSS bzw.

DMFS zu generieren bzw. zu bestatigen.

Ebenso sollten weitere prospektive Validierungen der immunoprint®-Biomarker-
Signatur in den frGhen Stadien IB bis IIA sowie | bis IIA erfolgen. Nur eine prospektive
Studie, die auch als adjuvante Therapiestudie angelegt sein konnte, kann die hier
gezeigten Ergebnisse unter realen klinischen Bedingungen bestatigen, potenzielle
Verzerrungen durch eine Analyse einzelner Stadien eliminieren und eine definitive

Evidenz fur eine mogliche Implementierung in klinische Praxis liefern.

Auch der Einsatz im Stadium I[lIA konnte zusammen mit bisher untersuchten
Parametern wie die MetastasengroRe im Sentinellymphknoten eine verbesserte

Risikostratifizierung ermoglichen.

Aufgrund des Bedarfes an neuen Instrumenten zur Risikostratifizierung wurden auch
neue Nomogramme fur den Einsatz bei Sentinel-negativen bzw. -positiven Patienten
entwickelt (137-139). Ein kombinierter Einsatz dieser an gro3en Kohorten
entwickelten Nomogramme mit der immunoprint®-Biomarker-Signatur konnte eine

Stratifizierung weiter prazisieren.

Fir eine Implementierung in die klinische Routine sollte der Nutzen des Tests auch
okonomisch bewertet werden. Zukunftige Studien sollten die Kosteneffektivitat der
immunoprint®-Testung untersuchen, indem sie die Kosten des Tests gegen die
potenziellen Vorteile eines verbesserten Patienten-Outcomes durch eine
risikoadaptierte Therapie bei ,High-Risk“-Patienten aufwiegen. Ebenso sollten auch
Einsparungen durch eine deeskalierte Nachsorge bei ,Low-Risk“-Patienten
systematisch analysiert werden.

Die FortfUhrung der Forschung in diesen Bereichen hat das Potenzial, die
personalisierte Medizin fur Patienten mit malignem Melanom voranzubringen und die

Behandlung noch praziser auf das individuelle Risiko zuzuschneiden.
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6 Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist eine Tumorerkrankung mit stetig steigender Inzidenz, die
durch frihe Metastasierung teilweise eine hohe Mortalitat aufweist. Die Prognose und
Therapieentscheidung basieren auf der aktuellen TNM-Klassifikation des AJCC, die
jedoch in ihrer Vorhersagegenauigkeit weiterhin Limitationen aufweist. Insbesondere
bei Patienten in frihen Tumorstadien sowie mit sentinel-negativem Befund, von denen
dennoch ca. 13 % einen Progress erleiden, besteht ein Bedarf an praziseren
Risikostratifizierungsmethoden, um eine Uber- oder Untertherapie zu vermeiden (117).
Diese Arbeit untersucht etablierte klinisch-pathologische Parameter und evaluiert den
prognostischen  Mehrwert der immunhistochemischen 7-Biomarker-Signatur

immunoprint® zur verbesserten Risikobewertung.

In dieser retrospektiven, monozentrischen Observationsstudie wurde eine
Gesamtkohorte von 393 Patienten analysiert, die zwischen 2006 und 2015 an der
Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz nach einer pathologisch bestatigten
Melanomdiagnose eine Sentinellymphknoten-Biopsie erhielten. Die Tumordaten bei
Erstdiagnose sowie die Follow-up-Daten wurden erhoben und die Patienten nach der
8. Edition des AJCC Staging Manuals reklassifiziert.

Aus dieser Gesamtkohorte wurde eine Biomarkerkohorte von 157 Patienten gebildet,
bei denen am Primartumorgewebe mittels der immunhistochemischen 7-Biomarker-
Signatur immunoprint® ein Risikoscores bestimmt werden konnte, der das
Patientenkollektiv dieser Biomarkerkohorte in High- und ,Low-Risk“-Gruppen
stratifizierte. Die untersuchten Endpunkte waren das melanomspezifische Uberleben,
das fernmetastasenfreie Uberleben und das rezidivfreie Uberleben. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Kaplan-Meier-Analysen, univariater und multivariater Cox-
Regressions-Analysen sowie ROC-Analysen. Eine logistische Regressionsanalyse
wurde zur Untersuchung der klinisch/ pathologischen Parameter fir die Vorhersage
eines positiven Sentinel durchgeflhrt.

In der Gesamtkohorte bestatigten sich Tumordicke, Ulzeration und der SLN-Status als
starke, unabhangige Pradiktoren fir das Uberleben. Die logistische
Regressionsanalyse zur Vorhersage eines positiven SLN-Status zeigte in der

multivariaten Analyse allein die Ulzeration als signifikanten, unabhangigen Faktor.

In der Biomarkerkohorte konnte die 7-Biomarker-Signatur immunoprint® die Patienten
signifikant in zwei prognostisch unterschiedliche Gruppen (,High- und ,Low-Risk®)
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stratifizieren. Dieser Effekt war insbesondere fir das RFS (p=0,00043) erkennbar. So
betrug die 10-Jahres-RFS-Rate fur ,Low-Risk“-Patienten 92%, fur ,High-Risk®-
Patienten jedoch nur 54%. In der multivariaten Analyse erwies sich die Signatur neben
der Tumordicke und dem Alter als starker, unabhangiger Pradiktor fur das RFS
(HR=3,904; p=0,0144).

In klinisch relevanten Subgruppen der Biomarkerkohorte wurden folgende Ergebnisse
beobachten.

Bei Patienten der Stadien IA bis A (n=104), die gemall AJCC als ,Low-Risk®
eingestuft werden und fur die derzeit keine adjuvante Therapieoption besteht,
identifizierte die Signatur als einziger Faktor neben dem Alter signifikant Individuen mit
erhohtem Rezidivrisiko (HR=4,90; p=0,0414). Die 5-Jahres- bzw. 10-Jahres RFS-Rate
betrugen jeweils 95% fiir ,Low-Risk®- und 86% bzw. 74% fur ,High-Risk“-Patienten.

Die Analyse der Patientengruppe mit den Stadien IB-IIA (n=81), die derzeit als
Schwellengruppe fur adjuvante Studien diskutiert wird, zeigte ahnliche 5-Jahres bzw.
10-Jahres-RFS-Raten von jeweils 96% fiir die ,Low-Risk“-Gruppe und 85% bzw. 72%
fur die ,High-Risk“-Gruppe. Weiterhin traten alle MSS- und DMFS-Ereignisse
ausschlieRlich in der ,High-Risk“-Gruppe auf.

Auch in der Hochrisikogruppe des Stadiums Il (n=32) konnte die Signatur eine
Subgruppe mit exzellenter Prognose identifizieren (100% 5-Jahres- bzw. 10-Jahres-
RFS in der ,Low-Risk“-Gruppe vs. 49% nach 5 Jahren und 26% nach 10 Jahren in der
,High-Risk“-Gruppe, p=0,01). Die Signatur zeigte zudem Uber alle Analysen hinweg
einen hohen negativen pradiktiven Wert (NPV), der fir das RFS in der Stadium-III-
Kohorte 100% erreichte.

Die vorliegende Arbeit validiert die etablierten klinisch-pathologischen
Prognosefaktoren beim malignen Melanom. Daruber hinaus wird gezeigt, dass die 7-
Biomarker-Signatur immunoprint® in der untersuchten Kohorte einen signifikanten,
unabhangigen prognostischen Mehrwert liefert, insbesondere bei der Vorhersage des
rezidivfreien Uberlebens.

Die 7-Biomarker-Signatur stellt somit ein interessantes und vielversprechendes
Werkzeug fur eine personalisierte Risikostratifizierung und die kunftige

Therapieplanung beim malignen Melanom dar.
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