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Einleitung

1 Einleitung

Maligne Erkrankungen stellen in allen Bereichen der Medizin eine grol3e
diagnostische und therapeutische Herausforderung dar und sind vor allem fur den
betroffenen Patienten eine starke emotionale Belastung. Haufig fehlen zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung schwere Symptome, sodass die Nachricht
gewissermalen ,aus dem Nichts' kommt. Auch in der heutigen Zeit bedeutet die
Diagnose einer malignen Erkrankung fiur die Betroffenen, sich mit dem Gedanken
auseinandersetzen zu mussen, an dieser Erkrankung eventuell vorzeitig zu
versterben; vor allem, wenn bereits Metastasen vorliegen und diese wichtige
Organsysteme zerstoren.

In der Ophthalmologie spielen maligne Erkrankungen im Bewusstsein der
Bevdlkerung meist eine untergeordnete Rolle, da es sich im Vergleich zu anderen
Krebserkrankungen um eher seltene Tumoren handelt: Die Inzidenz von Krebs
gesamt in Deutschland liegt schatzungsweise bei 483.000, wahrend diejenige von
Krebs des Auges bei lediglich 830 liegt.(12) Innerhalb der Gruppe maligner
Augentumoren ist das uveale Melanom (UM) das héaufigste Malignom. Therapie und
Kontrolle des Primartumors sind in der Regel sehr erfolgreich. Dennoch versterben
im Verlauf der Erkrankung die Halfte der Patienten an Metastasen, obwohl diese
zum Zeitpunkt der Entdeckung und Behandlung des Primartumors nicht
nachweisbar waren. Es ist beim UM davon auszugehen, dass frihzeitig eine
Mikrometastasierung stattfindet. Da die erfolgreiche Behandlung des Priméartumors
keinen Einfluss auf die Entwicklung von Metastasen und die Lebenserwartung der
Patienten hat, besteht derzeitig die einzige Mdglichkeit, die Prognose zu
verbessern, darin, das UM fruhzeitig zu entdecken.

In dieser Dissertationsarbeit geht es darum, den Stellenwert einer diagnostischen
Methode fir das UM zu untersuchen, die bereits in anderen Bereichen der Medizin
etabliert ist und womdoglich zu einer friiheren bzw. sichereren Diagnosestellung und
damit zu einer verbesserten Therapie und Prognose fur die betroffenen Patienten

beitragen kann.
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1.1 Das uveale Melanom

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Das UM ist eine Erkrankung, bei der es durch die Proliferation von Melanozyten des
uvealen Traktes zur Ausbildung einer malignen intraokularen Raumforderung
kommt.(67) Es ist das haufigste nicht kutane Melanom und das haufigste primére
intraokulare Malignom bei Erwachsenen.(25,120,140) Dabei entstehen 90 % der
uvealen Melanome aus der Choroidea und jeweils 5% aus der Iris und dem
Ziliarkorper (ZK).(40,66,104)

Nur ungefahr 5 % aller Melanome betreffen das Auge. Von allen malignen okularen
Tumoren macht das UM Uber 85 % der primar okularen Melanome bei
Erwachsenen aus. Die Ubrigen 15 % entfallen auf andere Melanome des Auges,
wie z.B. das konjunktivale Melanom (ca. 5 %) oder das sehr seltene
Adenokarzinom des retinalen Pigmentepithels.(4,25,46,113) Die insgesamt
haufigsten (nicht primaren) intraokularen Tumoren sind intraokulare Metastasen
maligner Tumoren.(65,108)

Die Inzidenz des UM ist in den letzten Jahrzehnten relativ stabil geblieben, wobei
die Zahl an kutanen Melanomen stetig angestiegen ist.(19) Europaweit erkranken
zwei bis acht Menschen pro Million und pro Jahr an einem UM.(137) Weltweit liegen
die Zahlen bei schatzungsweise 7000 Neuerkrankungen pro Jahr.(107)

Frauen und Manner sind gleichermalRen vom UM betroffen, jedoch neigen Manner
dazu, frGher und haufiger Metastasen zu entwickeln.(116,142) Der Altersgipfel
eines UM liegt zwischen dem 60. und dem 70. Lebensjahr und das mediane Alter
bei Erstdiagnose bei 55 Jahren.(25,137)

In 98 % der Félle sind Kaukasier von einem UM betroffen — Afrikaner und Asiaten
erkranken deutlich seltener. Menschen mit einer helleren Irisfarbe zeigen eine
hohere Inzidenz des UM.(78,107,137)

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit einem nicht
metastasierten UM liegt bei ca. 80 % und hat sich in den letzten drei Jahrzehnten
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nicht verandert.(116) Die mittlere Lebenserwartung bei einem metastasierten UM
liegt bei unter einem Jahr, im Mittel zwischen zwei und sieben Monaten.(2,66,129)
Bei Erstdiagnose werden in ca. 2% der Falle bereits Metastasen gefunden.
Patienten mit einem kleinen UM entwickeln in 25-34 % der Falle, Patienten mit
einem mittelgroRen UM in ca. 50 % der Falle und solche mit einem grof3en UM in
rund 70 % der Falle in funf bis zehn Jahren Metastasen. Ein Auftreten von
Metastasen wurde noch bis zu 40 Jahre nach Enukleation beschrieben.(129,140)
Die Metastasierung erfolgt hdmatogen, sofern der Tumor nicht die umliegenden
Strukturen wie die Sklera durchbrochen und die Lymphgebiete der Konjunktiva
infiltriert hat. In Uber 90 % der Félle treten erste Metastasen in der Leber auf,(64,73)
in absteigenden Haufigkeit gefolgt von der Lunge, den Knochen und der Haut, sehr
selten anderen Organsystemen.(2,39,43)

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie des UM ist immer noch weitestgehend unklar. Das Risiko, an einem
UM zu erkranken, steigt mit fortschreitendem Alter und bei Vorhandensein eines
uvealen Navus.(89) Zu den weiteren Risikofaktoren zahlen ein heller Hauttyp,
okulare oder okulodermale Melanozytose, kutane Navi und eine BRCAl-assoziierte
Protein-1-Mutation.(63)

Des Weiteren werden eine hohe UV-Licht-Exposition bzw. die Bestrahlung mit
intensivem Blaulicht als maogliche Ausloser fur die Entstehung eines UM
diskutiert.(66,69,124)

1.1.2.1 Genetische Veranderungen des uvealen Melanoms

Eine genetische Pradisposition wird vermutet, da in einigen Fallen eine familiare
H&aufung auftritt, jedoch besteht kein eindeutiger Hinweis auf eine erbliche Genese.
Die meisten UM treten sporadisch auf.(4,19)

Die Mutation der Gene GNAQ und GNA11 auf Codon 11 sind mit der Entartung von
uvealen Melanozyten assoziiert. Eine Aktivierung von GNAQ sichert das Uberleben
von Melanozyten in der frihen Entwicklungsphase.(135) In 83 % der UM finden sich
somatische Mutationen von GNAQ oder GNA11l.(136) Man hat zwar
herausgefunden, dass die Mutation von GNAQ und GNAL1l bei der initialen



Einleitung

Entstehung eines UM beteiligt ist, jedoch besitzt diese keinen prognostischen Wert
im Hinblick auf das Uberleben von Patienten mit UM.(13)

Im Gegensatz dazu gibt es andere Genmutationen (BAP1, SF3B1, EIFLAX1), die
mit der Metastasierungsrate von UM korrelieren.(37,74)

Neben Genmutationen werden Chromosomenaberrationen (z. B. Monosomie 3
bzw. Verlust von 1p, 6q oder 8p oder Trisomie bzw. Zugang von 6p oder 8q) oft als
atiologische Faktoren in der Tumorgenese diskutiert. Eine Chromosom-3-
Monosomie beim UM gilt als prognostisch ungunstiger Marker.(34,92,96,118)
Zudem besteht ein hohes Risiko flr die Entwicklung von Metastasen bei Vorliegen
einer Chromosom-3-Monosomie oder einer Chromosom-8g-Trisomie.(44,92,105)
Mit Chromosom-6-Aberrationen ist der Verlauf gunstiger. Trisomie und
Isochromosom 8q hingegen sind mit einem aggressiven Wachstum und grof3en
Tumoren verbunden.(40,117)

1.1.3 Einteilung und Klassifizierung

Histologisch werden UM in vier verschiedene Klassen eingeteilt: in den
Spindelzelltyp und den Epitheloidzelltyp sowie gemischtzellige Melanome,
entweder mit Spindelzelldominanz oder mit Epitheloidzelldominanz. Dabei weisen
Tumoren des Spindelzelltyps eine bessere Prognose auf als solche des
Epitheloidzelltyps.(15,57)

Gemal3 des American Joint Committee on Cancer (AJCC) werden UM basierend
auf der Dicke des Tumors nach ihrer Grof3e eingeteilt in kleine (£ 3 mm), mittlere
(> 3 mm) und grof3e (> 5 mm) Tumoren.(79,104)

Die Klassifizierung von UM nach Ausdehnung und Prominenz des Tumors erfolgt
mittels der TNM-Klassifikation anhand der aktuellen, 2016 publizierten achten
Fassung des AJCC.(5) ,T* beschreibt dabei den Primartumor, ,N‘ den Befall der
Lymphknoten und ,M* das Auftreten von Fernmetastasen. Klinische Anwendung
finden jedoch meist die modifizierten Kriterien der Collaborative Ocular Melanoma
Study (COMS), welche UM anhand des Durchmessers und der Prominenz des

Tumors kategorisieren (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Kriterien der Collaborative Ocular Melanoma Study (COMS).

Prominenz grof3ter Basisdurchmesser
klein 1,0-3,0 mm 5,0-16,0 mm
mittel 2,5-10,0 mm unter 16,0 mm
grof3 tber 10,0 mm Uber 16,0 mm

1.1.4 Klinik und Diagnostik

1.1.4.1 Symptomatik

Das UM entwickelt sich in 30-40 % der Falle asymptomatisch und wird in einem
Drittel der Falle bei einer ophthalmologischen Routinekontrolle zuféllig
entdeckt.(31,32,62,66)

Die Symptome eines UM variieren und sind abhangig von der Grol3e und Lage des
Tumors. Kleine Lasionen kdnnen auch bei zentraler Lage bereits zu Sehstérungen
oder Gesichtsfeldausfallen fihren. Periphere Tumoren bleiben lange Zeit eher
asymptomatisch und rufen aufgrund von Komplikationen wie einer begleitenden
exsudativen Netzhautablosung, retinalen Odemen, subretinalen oder retinalen
Blutungen und Photopsien eine Visusminderung, Metamorphopsien oder Skotome
hervor.(107)

Zu den spaten Tumor-bedingten Komplikationen gehéren der Skleradurchbruch, die
Tumorinvasion in den Kammerwinkel mit konsekutivem Augeninnendruckanstieg
sowie die extraokulare Ausbreitung.(106) Ist die Iris betroffen, so fallen diese
Tumoren meist durch einen dunklen Fleck auf der Iris oder durch eine
Pupillenverziehung auf. Au3erdem ist die Entstehung einer sekundaren choroidalen
Neovaskularisation mdoglich, die durch Exsudation und Blutungen zu einer
drastischen Sehminderung fuhrt, wenn diese im Makulabereich gelegen ist.(17)

In den meisten Féllen wird ein UM Kklinisch und ohne Einsatz von invasiven

Mal3nahmen diagnostiziert.
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1.1.4.2 Klinisches Bild

Die Verdachtsdiagnose eines UM wird meist anhand der Klinischen

ophthalmologischen Untersuchung gestellt.(4) Die Sonographie ist insbesondere

notwendig, um die Prominenz des Tumors zu messen.

Weiterhin werden folgende morphologische Charakteristika beurteilt:

Pigmentierung (ca. 50 % aller UM sind grau bis braun, 15 % sind
amelanotisch mit einer gelblichen Farbe, der Rest ist gemischt
pigmentiert);(106)

Vorhandensein von subretinaler Flussigkeit bzw. exsudativer Amotio retinae;
orange pigment: Lipofuszinansammlung im retinalen Pigmentepithel tber
dem UM;

tumorversorgende Wachtergefal3e (sentinel vessels);

Drusen (vorhandene Drusen sprechen eher fir einen benignen Befund);

Halo (vorhandener Halo deutet auf benignen Befund hin).

Abbildung 1: Fundusbild einer groRen, zentral gelegenen Aderhautléasion mit orange pigment.
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1.1.4.3 Ultraschalldiagnostik und Ultraschallbiomikroskopie

Mittels Ultraschall-B-Scan (Abbildung 2) werden die Tumordicke, -basisgrofl3e
und -lage bestimmt. Zudem kénnen eine mdogliche begleitende exsudative
Netzhautablosung und eine extraokulare Ausbreitung nachgewiesen werden. Im A-
Scan stellt sich ein AH-Melanom typischerweise mit einem niedrig- bis
mittelreflektiven Binnenecho dar. Typisch ist ein basaler akustisch leerer Bereich
durch die groRere Gewebehomogenitat. Eine ,Kragenknopf-Konfiguration® ist
nahezu pathognomonisch und entsteht, wenn das Tumorgewebe von der
Choroidea aus die Bruch‘sche Membran durchst63t und sich danach weiter in den
Glaskdrperraum erstreckt.(22,123)

Die Ultraschallbiomikroskopie (UBM) kommt zur Grof3en- und Lagebestimmung von
Tumoren des vorderen Augenabschnittes, also von lIris- oder ZK-Tumoren zum
Einsatz. Hier kann unter anderem ein Irisepitheldurchbruch nachgewiesen und die

Differenzierung gegeniber einer Iriszyste ermdglicht werden.

Abbildung 2: Ultraschallbild eines grof3en Tumors mit Begleitamotio.

1.1.4.4 Apparative Zusatzdiagnostik

Die optische Koharenztomographie (OCT) ist ein bildgebendes Verfahren, um zwei-
oder dreidimensionale Aufnahmen sowohl von Netzhaut und Choroidea als auch
von Vorderkammer und Iris zu erhalten (Abbildung 3). Auf diese Weise kann oft
noch vor der klinischen Manifestation assoziierte subretinale Flissigkeit einer
auffalligen Lasion detektiert werden. Es konnen aul3erdem bei sehr flachen

Tumoren genauere Verlaufsaufnahmen der Tumorprominenz angefertigt werden,
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wenn das Auflésungsvermogen des konventionellen Ultraschalls hierfir noch nicht
ausreicht.(45,49,80,123)

Mit Hilfe von Autofluoreszenzaufnahmen kénnen Drusen von orange pigment
(Malignitatszeichen) unterschieden werden.(100)

Bei flachen Lasionen kann die OCT-Angiographie (OCT-A) als neue Technologie
hilfreich sein. Diese kann den choriokapillaren Fluss nachweisen. Wahrscheinlich
durch die Dicke des Tumors bedingt findet sich beim UM haufig eine hyporeflektiv
zentrale Zone. Zudem konnen ein hyporeflektiver Plexus im Tumor und ein
hyperreflektiver Ring um den Tumor flr eine maligne Entartung sprechen.(52,126)
Als weitere Diagnostikmittel zur Darstellung der okuléaren Blutversorgung stehen die
Fluoreszein- (FAG) und die Indocyanin-Grin-Angiographie (ICGA) sowie die
Irisangiographie zur Verfigung. Diese kdnnen die tumoreigene Blutversorgung,
sogenannte vasa propria, sichtbar machen.(111) Der diagnostische Wert ist aber in
Zusammenhang mit den sonstigen klinischen Befunden und fir

differentialdiagnostische Aussagen gegeben.(123)

Abbildung 3: OCT-Bild eines Tumors mit subretinaler Flissigkeit (roter Pfeil).

Weitere bildgebende Verfahren wie die Computer- (CT) wund die
Magnetresonanztomographie (MRT) haben keinen diagnostischen Wert und dienen
vor allem zur Untersuchung auf potenzielle Metastasen, zur Ermittlung einer

extraokuldren Ausdehnung und zur Therapieplanung im Falle einer
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Radiotherapie.(64,140) Die Darstellung von Tumoren mit einer Dicke von weniger
als 2 mm gelingt jedoch mittels CT oder MRT nicht.(114)

1.1.5 Behandlungsméglichkeiten und Prognose

Die therapeutischen Mdglichkeiten basieren auf den Grundséatzen der
personalisierten Therapie und hangen von der Tumorlokalisation, der TNM-
Klassifikation, der Funktion des Partnerauges sowie von Allgemeinzustand und
Willen des Patienten ab.

Da die Enukleation keinen Einfluss auf die Entwicklung von Metastasen und die
Uberlebensrate der Patienten hat, ist das heutige Ziel die Erhaltung des Auges und
wenn moglich auch der Sehscharfe.(38)

Zu den bulbuserhaltenden MafRRnahmen zahlt die transpupillare Thermotherapie
(TTT), bei welcher der Tumor (maximale Tumordicke von 3,5mm und
Tumorausdehnung von unter 10 mm) mit einem Diodenlaser bestrahlt wird und eine
lokale Hyperthermie zu Nekrose und Tumorschrumpfung fihrt.(88)

Bei amelanotischen Lasionen und bei einer Optikusbeteiligung des Tumors ist eine
TTT nicht empfehlenswert.(110) Zudem zeigen Langzeitstudien eine relativ hohe
Lokalrezidivrate von bis zu 20 % in den ersten drei Jahren.(75,110)

Die Radiotherapie ist, abhéngig von Grol3e und Lage des Tumors die haufigste bei
einem UM angewandte Therapieform. Sie kann entweder als Brachytherapie fur
Tumoren mit einer Prominenz von weniger als 8 mm, mit einem episkleral
aufgenahten, radioaktiven Applikator in direkter Nahe des Tumors oder als
Teletherapie mittels Protonenbestrahlung oder stereotaktischer Roéntgenstrahlung
angewendet werden. Die letztgenannte Option ist dann ratsam, wenn der Tumor
sehr nahe am Nervus opticus oder der Fovea lokalisiert ist oder eine Prominenz von
Uber 8 mm hat.(70,109) Auch die selteneren Iris- oder ZK-Melanome kénnen mit
der Radiotherapie behandelt werden.(66,91)

Nicht selten wird die Bestrahlung als neoadjuvante Therapie eingesetzt, um eine
chirurgische Resektion vorzubereiten, oder wenn der radiogen induzierte
Tumorzerfall (Tumornekrosesyndrom) zu weiteren Komplikationen fuhrt. Die

Resektion kann im Rahmen einer Vitrektomie als Endoresektion oder ab externo
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(Exoresektion) erfolgen, wenn der Tumor z. B. weit anterior lokalisiert ist.(20)
Dieses Verfahren erfordert aufgrund seiner hohen technischen Anforderungen
erfahrene Ophthalmochirurgen. Haufigste Komplikationen bei diesem Verfahren
sind  Glaskorperblutungen, eine  proliferative  Vitreoretinopathie  sowie
Netzhautablésungen.(16,30,33,35)

Nicht bulbuserhaltend sind die chirurgischen Verfahren der Eviszeration
(Entfernung des Augeninhalts), der Enukleation (Entfernung des gesamten
Augapfels mit Anteilen des Nervus opticus unter Erhalt der Augenmuskeln) oder der
orbitalen Exenteration (Entfernung des gesamten Inhalts der Augenhdhle).(20)

Die primare Enukleation kommt bei sehr gro3en Tumoren, bei skleralem
Durchbruch oder im Falle einer Infiltration des Nervus opticus zum Einsatz. Bei sehr
groBen Tumoren mit Orbitainfiltration wird oft eine orbitale Exenteration
gewahlt.(48,99)

Bestrahlung und chirurgische Therapie haben &hnliche Mortalitétsraten und somit

keinen Einfluss auf die Prognose.(7,72,82)

Die bisher grofite, kontrollierte und randomisierte Studie zum UM (COMS) belegt,
dass die Erhaltung des Auges durch eine Brachytherapie keinen negativen Einfluss
auf die Prognose und Lebenserwartung der Patienten hat.(38) Diese ist vielmehr
von der Tumorgréf3e und der Crescendo-Malignitat des UM abhangig. Die von der
TumorgrofRe abhéngige Wahrscheinlichkeit von 30-70 %, an Metastasen zu
erkranken und zu versterben, bleibt jedoch unveréandert.(36,38)

Die einzige Option, die Prognose der Patienten zu verbessern, ist somit die
Friherkennung und friihzeitige Behandlung des Malignoms. Da die Therapie jedoch
einschneidende Folgen fur die Funktion des betroffenen, haufig asymptomatischen
Auges haben kann, ist die Differentialdiagnose insbesondere im Hinblick auf eine

maoglichst friihzeitige Behandlung von weitreichender Bedeutung.

1.1.6 Differentialdiagnosen

Die fruhzeitige Erkennung und Differenzialdiagnose des UM spielen eine

wesentliche Rolle fur das weitere Vorgehen und somit die Prognose des Patienten.

10
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In der Regel kdonnen erfahrene Ophthalmologen anhand der oben genannten
klinischen Untersuchungsmdglichkeiten ein UM im fortgeschrittenen Stadium
nahezu sicher diagnostizieren. Schwieriger wird es bei kleinen und/oder
amelanotischen Befunden. Zu den moglichen und haufigsten Differentialdiagnosen,
auch als Pseudomelanome bezeichnet, gehéren uveale Navi, kongenitale
Hypertrophien des retinalen Pigmentepithels, periphere exsudativ-hamorrhagische
Chorioretinopathien, subretinale Blutungen, choroidale H&mangiome, die
pseudotumorfse altersbedingte Makuladegeneration sowie retinale

Pigmentepithelhyperplasien.(107)

1.1.6.1 Melanozytare Lasionen

Die haufigste intraokulare melanozytare Lasion ist der Aderhaut (AH)-N&avus, der
aus gutartigen, aber atypischen uvealen Melanozyten besteht.(67,94,141) Der
Ubergang von einer benignen melanozytaren Lasion mit atypischen Melanozyten
zu malignen Melanomzellen oder einer Neuentstehung von Melanomzellen aus
origindren Melanozyten ist bisher nicht ergriindet.

AH-Navi sind die haufigsten intraokularen benignen Tumoren bei Kaukasiern. Die
Pravalenz ist in mehreren Studien untersucht und betrug 4-
6 %.(26,53,61,83,85,93,122) Diese Studien umfassten insgesamt 2400 Patienten,
die alter als 40 Jahre waren. Es wurde kein Préavalenzunterschied zwischen den
Geschlechtern gefunden. Am Beispiel der NHANES-Studie, die nur Auswertungen
von 45°-Abbildungen um die Fovea und um die Papille analysierte, zeigt sich, dass
die Auswertung nur einen kleinen Teil des Augenhintergrundes umfasst. Die
Autoren der Studie vermuteten deshalb, dass die tatséchliche Pravalenz von AH-
Navi bei 20-25 % liegen konnte. Dies wird ebenfalls durch &ltere histologische

Untersuchungen mit allerdings kleinerer Patientenanzahl vermutet.(56,84)

Um einen AH-N&vus von einem moglichen AH-Melanom zu unterscheiden oder um
die mogliche maligne Transformation eines AH-N&avus zu detektieren, wurde lange
Zeit die von der Forschungs-Gruppe um Professorin Carol L. Shields

vorgeschlagene Regel To find small ocular melanoma using helpful hints daily
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(TFSOM-UHHD) angewendet.(103) Die Abkirzung der TFSOM-UHHD-Regel lasst

sich dabei wie in Tabelle 2 dargestellt auflésen:

Tabelle 2: TFSOM-UHHD-Regel.

Thickness (Tumordicke >2mm) 2
Fluid (subretinale Flussigkeit)

Symptoms

Orange pigment

Margin < 3 mm to the optic disk (Papillennahe)
Ultrasonographic Hollowness (Ultraschallabschwachung)
Halo absence (Abwesenheit von Halo)

Drusen absence (Abwesenheit von Drusen) keine Angabe

D WNWNW

Diese Merkmale waren signifikant haufiger bei melanozytaren Lasionen zu finden,
die sich vergrof3erten und damit als maligne Melanome der AH klassifiziert wurden.
Ein Schwachpunkt dieser Arbeit ist jedoch, dass die Annahmen nicht histologisch
uberpriaft wurden. Shields et al. haben eine kirzlich veroffentlichte, sehr grof3e Serie
von AH-Navi noch einmal reevaluiert und dabei schwerpunktmé&nRig die multimodale
Bildgebung berlcksichtigt.(101) Signifikante Befunde der Auswertung waren Dicke
der Lasion im Ultraschall, Nachweis von subretinaler Flussigkeit im OCT,
symptomatische Visusverschlechterung, orange pigment (Lipofuszin) in der
Autofluoreszenz, Ultraschallabschwéachung (acoustic hollowness) und ein basaler
Tumordurchmesser von tber 5 mm.

Tabelle 3 zeigt multivariate Kaplan-Meier-Schéatzungen fir das Risiko eines

Wachstums bei Vorliegen dieser Merkmale:(101)
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Tabelle 3: TFSOM-DIM-Regel.

_ multimodales .
Faktor Variable Hazard ratio

Bildverfahren

T Thickness (> 2 mm) Ultraschall 3,8
F Fluid subretinal OCT 3,0
S Symptoms (visual acuity < 20/50) Snellen Visustafel 2,3
@] Orange pigment Autofluoreszenz 3,1
Melanoma hollowness
Ultraschall 2,1
(Ultraschallabschwéchung)
DIM Diameter > 5 mm Foto 1,8

Diese Risikofaktoren lassen sich mit dem modifizierten Merksatz To find small
ocular melanoma doing imaging (TFSOM-DIM) zusammenfassen.
Die Risikoquoten (hazard ratio) bei Zutreffen einer oder mehrerer Variablen ergeben

sich wie in Tabelle 4 dargestellt:

Tabelle 4: Risikoquote fur Wachstum in funf Jahren.

Zahl der Wachstum in 5-Jahres-Kaplan- Hazard ratio fir Wachstum in
Variablen Meier-Analyse funf Jahren

0 1% 0,8

1 11 % 3,1

2 22 % 10,6

3 34 % 15,1

4 51 % 15,2

5 55 % 26,4

In einer zweiten Analyse am gleichen Patientengut haben Shields et al. gezeigt,
dass jede Zunahme an Tumordicke ein erhdhtes Risiko fur ein Wachstum bedeutet.
Das grofite Risiko besteht fir melanozytare Lasionen, deren Dicke von < 2,0 mm

auf > 2,0 mm zugenommen hat.(102)

13



Einleitung

1.1.7 Tumorbiopsie und molekularbiologische Diagnostik

Die Tumorbiopsie ist eine mogliche, jedoch invasive MaRnhahme zur Sicherung der
Diagnose.(1) Die Biopsie wird insbesondere bei grenzwertigen Befunden
angeboten, wenn die Therapieentscheidung relevante visusbeeintrachtigende
Komplikationen hervorrufen kann, insbesondere bei zentralen Lasionen.

Eine Biopsie kann transskleral (als Feinnadelbiopsie), transvitreal mittels Pars-
plana-Vitrektomie oder transkorneal bei Iristumoren durchgefihrt werden.(112,115)
Aufgrund des hohen Risikos fur visusbedrohende Komplikationen wird sie jedoch
trotz verfeinerter Technik nur selten durchgeftihrt.(17,60) Eine genaue Risiken-
Nutzen-Abwagung und ausfuhrliche Patientenaufklarung missen daher immer

erfolgen.

Problematisch in der Bewertung der Probebiopsie ist eine heterogene
Tumorstruktur aus benignen und malignen Anteilen, aus der ein falsch negatives
Ergebnis resultieren kann.(9) Zudem kann sie ergebnislos sein, wenn zu wenig
Probematerial fur die pathologische Aufarbeitung entnommen werden konnte oder
das wenige Material im Rahmen der Aufarbeitung verloren geht.

Das gewonnene Material kann histologisch aufgearbeitet werden oder mittels gene
expression profiling (GEP) genetisch untersucht werden. Die Darstellung der Hoch-
bzw. Herunterregulation von Genen oder von Chromosomenanomalien und des
damit verbundenen metastatischen Potenzials dient der Patientenfiihrung und der

Planung der Kontrollintervalle.(55,87)

Mittels GEP kann ein UM zusatzlich in unterschiedliche Mortalitatsrisikoklassen
eingeteilt werden:

e Klasse 1A: sehr niedriges Risiko (2 % in funf Jahren),

e Klasse 1B: niedriges Risiko (21 % in funf Jahren),

e Klasse 2: hohes Risiko (72 % in funf Jahren).
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1.2 Zirkulierende Melanomzellen und Flussigbiopsie

Eine neuere, sich langsam etablierende Diagnostik in der Onkologie ist die
sogenannte Flussigbiopsie zur Untersuchung auf zirkulierende Tumorzellen (ZTZ)
oder deren Surrogate im Blut. Der Vorteil der Flussigbiopsie ist die geringe

Invasivitat, die Wiederholbarkeit und die Unabhéngigkeit vom Primartumor.

Pre-colonization (minutes to hours) Colonization

Primary tumour D a1

Brain capillary wall
* Blood-brain barrier S\ 4
| -

Local invasion
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« Tight endothelium
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Abbildung 4: Schema metastatischer Kolonialisierung zirkulierender Tumorzellen.(76)

ZTZ sind seltene, genetisch und phanotypisch heterogene Zellen, die im peripheren
Blut von Krebspatienten gefunden werden kdnnen. Erstmals beschrieben wurden
diese 1869 von Thomas Ashworth anhand einer Blutprobe eines Patienten mit
metastasiertem Malignom. Die Detektion von ZTZ im Patientenblut wird im
englischen Sprachgebrauch als liquid biopsy (zu Deutsch ,Flissigbiopsie®)
bezeichnet, da hierfir keine klassische Gewebeprobe aus dem Primartumor
bendtigt wird.(8,71,81) Nach heutigen Erkenntnissen korreliert die Anwesenheit von

ZTZ im Blut mit einer unguinstigen Prognose. Mehrere Studien haben gezeigt, dass
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die Messung von ZTZ eine Einschatzung der Behandlungseffektivitat bei
verschiedenen Tumoren erlaubt.(23,28,29)

Im Blut von Patienten mit UM wurden ZTZ bzw. zirkulierende Melanomzellen (ZMZ)
erstmals 1969 mittels Mikroskopie gefarbter Praparate nachgewiesen.(59)

Erst viele Jahre spéater folgten weitere Arbeiten, die den Nachweis von ZMZ mittels
RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) erbrachten.(125) Bei
dieser Methode handelt es sich allerdings um eine indirekte Detektion von ZMZ, da
nicht die Zellen an sich nachgewiesen werden, sondern tumorspezifische RNA-
Molekile wie z. B. fir Tyrosinase. Die Ergebnisse dieses Verfahrens zeigen jedoch
eine sehr hohe Bandbreite (0-97 %) mit einer geringen Sensitivitat.(21,47,97,125)
Weiterhin erlaubt diese Technik keine Aussage Uber weitere Eigenschaften der
ZMZ.

Im Gegensatz dazu konnen durch die Isolation von ganzen Zellen
molekularbiologische Bestimmungen und Untersuchungen des Karyotyps
durchgefuhrt werden. Es gibt unterschiedliche Methoden, ganze Zellen zu isolieren.
Die immunmagnetische Isolation mit Antikérpern und magnetischen beads
(,Perlen’) ist dabei eine mdgliche Methode.(138)

Mit diesem Verfahren gelang es erstmals 2004, ZMZ Uiber das Melanom-assoziierte
Chondroitin-Sulfat-Proteoglycan (MCSP) zu isolieren.(134) Im weiteren Verlauf
konnten mit dieser Technik bei 19 % der UM-Patienten ohne klinisch manifeste
Metastasen ZMZ nachgewiesen werden.(133) Durch eine Weiterentwicklung des
Assays mit der Verwendung einer Doppelmarkierung (NKl/beteb und NKI/C3)
konnte die Sensitivitat deutlich erhdht und in 93,5 % der untersuchten UM-Patienten
ZMZ gefunden werden.(130)

Der Nachweis von ZMZ auch bei kleinen Tumoren lasst vermuten, dass beim UM
eine Dissemination von Tumorzellen frihzeitig einsetzt. Da ZMZ in fast allen UM-
Patienten nachgewiesen wurden, kann ebenfalls vermutet werden, dass eine
Metastasierung, die in ungeféahr 50 % der UM-Patienten auftritt, nicht ausschlief3lich
auf der Freisetzung von ZMZ in den Systemkreislauf basiert, sondern auch auf der
Féahigkeit von ZMZ, im Kreislauf zu tberleben, Organe zu besiedeln und dort zu
proliferieren.(113,127)
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2 Fragestellung und Ziel der Studie

In dieser retrospektiven Datenanalyse wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

2.1 Fragestellungen

1. Korreliert der Nachweis von ZMZ mit dem klinischen Bild?

2. Korreliert das Ergebnis der Probebiopsie mit dem klinischen Bild?
3.
4

. Kann die Flussigbiopsie die Probebiopsie beim UM ersetzen?

Korreliert der Nachweis von ZMZ mit dem Ergebnis der Probebiopsie?

2.2 Ziel

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu klaren, ob die Untersuchung auf ZMZ aus dem

Blut bei Vorliegen einer verdachtigen melanozytaren Lasion hilfreich ist, diese

frihzeitig als Melanom zu erkennen und die Entscheidung fir eine zusatzliche

Probebiopsie zu erleichtern oder gar auf diese zu verzichten und direkt die Therapie

einzuleiten.
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3 Material und Methoden

3.1 Datenerhebung

Es wurden retrospektiv Daten der elektronischen Akte von Patienten analysiert, die
wahrend der ambulanten Untersuchung oder des stationaren
Krankenhausaufenthaltes in  der Klinik fur  Augenheilkunde  des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Lubeck, innerhalb eines
Zeitraums von 2012 bis 2021 erhoben wurden.

Die entsprechenden Patientenakten wurden eingesehen und nach den folgenden
Kriterien in die Studie eingeschlossen:

Es wurden insgesamt 140 Patienten, bei denen eine aufféllige melanozytare Lasion
vorlag, im 0.g. Zeitraum auf ZMZ untersucht.

Es wurden weitere 24 Patienten, bei denen eine negative Flissigbiopsie und eine
nicht sehr auffallige melanozytare Lasion vorlag, untersucht. Diese Patienten sind
gesondert unter 4.4.1 aufgefihrt und wurden nicht in die Gesamtstatistik

miteinbezogen.

3.2 Einschlusskriterien
- Patienten, die bei einem suspekten uvealen Tumor einer Tumorbiopsie
erhalten haben;
- Patienten mit einem suspekten uvealen Tumor und mindestens einmaliger

Untersuchung auf ZMZ aus dem Blut.

3.3 Ausschlusskriterien
- ein bereits diagnostiziertes UM,
- ein vorbehandeltes UM.

18



Material und Methoden

3.4 Analysierte Patientendaten
3.4.1 Demographische Parameter:

e Patientenalter bei Tumorbiopsie / erster Flissigbiopsie (in Jahren),

e Geschlecht (weiblich / mannlich),

e betroffenes Auge (rechts / links),

e anderes Karzinom (ja / nein),

e Metastasen (ja / nein),

e Therapie (Radiotherapie / TTT / Enukleation / Endoresektion / kontrolliertes
Abwarten (watch and wait) / Ablehnung der Behandlung durch den
Patienten),

e Patient verstorben (ja / nein).
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Tumormerkmale:

maximaler Tumordurchmesser (Basis ,B1‘ und Basis ,B2‘) und Tumordicke
in Millimetern (bei AH-L&sionen gemessen mittels Sonographie und OCT, bei
Iris- oder ZK-L&sionen mittels UBM),

Tumordurchmesser > 5 mm (ja / nein),

GroRenwachstum (ja / nein),

Symptome [Visusminderung und/oder Photopsien, Metamorphopsien,

Skotome] (ja / nein).

i AH-Lasionen:

subretinale Flussigkeit des Tumors (ja / nein),
orange pigment des Tumors (ja / nein),
Drusen am Tumor (ja / nein),

Halo am Tumor (ja / nein).

i Iris-/ZK-L&asionen:

Pupillenverziehung (ja / nein),
sektorielle Katarakt (ja / nein),

sentinel vessels (tumorversorgende Wéachtergefal3e) (ja / nein).
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3.4.3 Daten zur Flussigbiopsie und ZMZ-Analyse

e Zeitpunkt der Blutentnahme (Datum: Monat / Jahr),

e ZMZ positiv (ja / nein) [Positivitat fur die Melanommarker HMB45, MCSP,
NKI/beteb oder NKI/C3],

e ZMZ mit Monosomie 3 (ja / nein) [als positiv gewertet wurde, wenn

mindestens eine Zelle der ZMZ Monosomie 3 aufwies].

3.4.4 Daten zur Tumorbiopsie

e Datum der Biopsie (Monat / Jahr),

¢ Biopsie positiv = malignes Melanom (ja / nein / zu wenig Material) [als positiv
wurde eine Biopsie gewertet, wenn in der histopathologischen Untersuchung
maligne Tumorzellen passend zu einem UM nachgewiesen werden konnten.
Die histopathologische Untersuchung erfolgte durch ein zertifiziertes Labor
(Hamatopathologie Liubeck, Deutschland)].

3.5 Methoden

3.5.1 Klinisches Vorgehen bei Tumorpatienten in der Augenklinik des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Libeck

Bei unserer Studie handelt es sich um eine retrospektive Kohortenstudie.

Die Datenauswertung wurde aus einer vorgegebenen Anzahl von Patienten
durchgefuhrt.

In der Universitatsaugenklinik Libeck wurde nach vorheriger Aufklarung und
schriftlicher Einwilligung bei allen Patienten mit verdachtigen L&asionen eine
Untersuchung auf ZMZ durchgefiihrt. Die hierfir angewendete Methode ist die
immunmagnetische Zellisolierung aus 50 ml Vollblut mittels Doppelmarkierung von
NKl/beteb oder NKI/C3, welche Markerproteine sind, die gegen das Melanom-
assoziierte Glykoprotein gerichtet sind. Bei diesem Anreicherungstest werden
isolierte mononukleare Blutzellen mit Mausantikdrpern gegen die Melanommarker

NKI/beteb und NKI/C3 gemischt. Die Antikérper-gebundenen Zellen wurden unter
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Verwendung von magnetischen Immunperlen eluiert, die an Anti-Mausantikorper
gekoppelt waren. Die isolierten Zellen wurden dann als Cytospins verarbeitet
(Cytospins sind spezielle Zentrifugen zur Verarbeitung von Zellproben fur die
Mikroskopie). Die Sensitivitat der immunmagnetischen Zellisolation wurde
bestimmt, indem normales Blut mit 92.1 UM-Zellen versetzt wurde
(Konzentrationsbereich 1-10* Zellen/ml).(130) ZMZ auf den Cytospins wurden
mittels Immuno-FISH (Fluorescent In-situ Hybridisation) - Assay nachgewiesen, der
die Kodetektion der gesuchten Proteine mit Chromosomen ermdoglicht. Dazu
wurden die Cytospins zunachst mit den primaren Mausantikorpern gegen die
Melanommarker HMB45, MCSP, NKl/beteb oder NKI/C3, gefolgt von
fluoreszenzmarkierten  Sekund&rantikbrpern  fir  die  Immunzytochemie
aufgearbeitet. Als positive und negative Kontrollen wurden die Cytospins der
kultivierten UM-Zelllinie 92.1 verwendet. Um die Immunfarbung zu erhalten, wurden
die Zellen zehn Minuten in Methanol und eine Minute in 2% Paraformaldehyd in
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung nachfixiert. Fur die FISH wurde eine
fluoreszenzmarkierte Zentromersonde fir Chromosom-3 verwendet.(128) Die
Zellen wurden dann unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Die
Spezifitat der Markerproteine fur die UM-Zellen wurde zuvor verifiziert.(130,132)
Die Patienten wurden dartber aufgeklart, dass es sich um eine neuartige, noch nicht
etablierte Methode handelt und ein Nachweis von ZMZ nicht mit einer
Metastasierung gleichzusetzen ist.

Bei nicht eindeutigen klinischen Befunden oder zentral gelegenen Tumoren, deren
Therapie eine Funktionsbeeintréachtigung erwarten lasst, wurde den Patienten meist
zusatzlich eine Probebiopsie angeboten, um eine histologische Bestéatigung der
Diagnose zu erhalten.

Die Einwilligung der Patienten in die Auswertung der Daten erfolgte im Rahmen des

Behandlungsvertrages des UKSH.
3.5.2 Ethikvotum

Es wurden keine experimentellen Interventionen am Patienten durchgefihrt.
Die folgenden Ethikantrage wurden von der Ethikkommission geprift und

genehmigt: ,Bestimmung der Anzahl des Monosomie-3 Status zirkulierender
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Melanomzellen und Nachweis von Biomarkern des uvealen Primartumors® sowie
,Bestimmung der Anzahl des chromosomalen Status zirkulierender Melanomzellen
bei Patienten mit Aderhautnavus® (Aktenzeichen 10-200 und Aktenzeichen 13-219
der Ethikkommission Lubeck mit Datum vom 17. Dezember 2010 und 21. Januar
2014).

3.5.3 Statistische Auswertung

Zur Datenerhebung und fur Teile der Auswertung wurde das Programm Microsoft
Office Excel (Version 16.0) benutzt.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm R (Version 4.0.5
2021) sowie mit der Beratung und Hilfe eines Statistikers (Herrn Vasyl Druchkiv,
Abteilung fur Forschung & Entwicklung, Clinica Baviera, Valencia, Spanien).

Der Unterschied in nominalen Variablen zwischen den unabhangigen Gruppen
wurde entweder mit dem Chi?>-Test oder dem exakten Test nach Fisher geprift, je
nach GroRe der Erwartungswerte in den Zellen einer Kreuztabelle. Bei
Erwartungswerten von unter ,5° wurde der ,Exakte Test nach Fischer verwendet, in
den sonstigen Fallen der Chi?-Test.

Fur die intervallskalierten Merkmale wurde entweder der t-Test flr unabhangige
Stichproben oder der nicht parametrische Mann-Whitney-Test benutzt. Die Auswabhl
wurde anhand der Verteilungscharakteristiken der Variablen gemacht. Wenn die
Verteilung nicht normal war, wurde der Mann-Whitney-Test benutzt, sonst der t-
Test.

Fur die intervallskalierten Merkmale wurde der nicht parametrische Mann-Whitney

Test oder der Kruskal-Wallis-Test benutzt.

Fir das Klassifizierungsproblem wurden Sensitivitat, Spezifitat, Genauigkeit, positiv
pradiktiver Wert (PPW) und negativ pradiktiver Wert (NPW) berechnet. Diese Tests
wurden anhand des McNemar-Tests fur verbundene Stichproben verglichen. Die
Konfidenzintervalle fur Sensitivitat und Spezifitat wurden mit dem Paket DTComPair
(Stock and Hielscher [2014]) fur R nach der Standardmethodologie berechnet.

Es wurde ein Signifikanzniveau von < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Im Analysezeitraum von 2012 bis 2021 wurden insgesamt 140 Patienten, bei denen
eine auffallige melanozytéare Lasion vorlag, auf ZMZ untersucht [Synonym fir ZMZ-
Blutentnahme = Flussigbiopsie (englischer Sprachgebrauch: liquid biopsy)].
Dieses Kollektiv wurde in zwei Gruppen aufgeteilt, deren demographische und

klinische Parameter in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgefiihrt sind.
4.1.1 Gruppierung

- Gruppe A setzt sich aus 45 Patienten zusammen (26 Frauen [57,8 %] und
19 Manner [42,2 %)), die sich zusatzlich zur Flussigbiopsie auch einer
Tumorbiopsie unterzogen haben. Bei diesen Patienten wurde mindestens
einmalig ZMZ aus dem Blut entnommen.

- In Gruppe B befinden sich 95 Patienten (58 Frauen [61,1 %] und 37 Manner
[38,9 %]), bei denen mindestens zwei Flussigbiopsien, aber keine

Tumorbiopsie durchgefihrt wurde.

Das mediane Patientenalter lag in Gruppe A bei 70 Jahren (zwischen mindestens
33 und hochstens 89 Jahren), in Gruppe B bei 67 Jahren (zwischen 18 und 85
Jahren).

In Gruppe A war in 22 Fallen (48,9 %) das rechte Auge und in 23 Fallen (51,1 %)
das linke Auge betroffen. In Gruppe B war in 43 Fallen (45,3 %) das rechte Auge
und 52-mal (54,7 %) das linke Auge betroffen.

In Gruppe A wurde in 38 Fallen ein UM diagnostiziert (davon 34 AH-, drei Iris- und
ein ZK-Melanom). In Gruppe B wurde in 66 Fallen ein UM diagnostiziert (davon 61
AH-, vier Iris- und ein ZK-Melanom).

Bei sieben Patienten in Gruppe A wurden die Lasionen als benigne (sechs als AH-
Navus und eine als Irisnavus) eingestuft. In Gruppe B waren es 27 Patienten mit

einer benignen Lasion, von denen 24 als AH-Navus und drei als Irisndvus
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eingeordnet wurden. In Gruppe B lagen in zwei Fallen zudem andere AH-Lasionen
vor (eine Pigmentepithelhyperplasie und eine choroidale Kalzifikation). Diese

Ergebnisse sind in Tabelle 5 aufgelistet:

Tabelle 5: Demographische und klinische Parameter der Gruppen A und B.

Gruppe A
2 )]
Geschlecht
e Weiblich 26 (57,8) 58 (61,1)]
e Mannlich 19 (42,2) 37 (38,9)
Betroffenes Auge
e rechts 22 (48,9) 43 (45,3)
e links 23 (51,1) 52 (54,7)
Diagnose
e AH-Melanom 34 (75,6) 61 (64,2)
e ZK-Melanom 1(2,2) 1(1,1)
e Irismelanom 3(6,7) 4 (4,2)
e AH-Navus 6 (13,3) 24 (25,3)
e lIrisnavus 1(2,2) 332
e Andere AH-Lasion 0(0,0) 2(2,1)

Alter zum Zeitpunkt der Biopsie/ der ersten
Flussigbiopsie (in Jahren)

* Median [Q1/Q3] 70[58,0/77,0] 67[56,0/74,5]
e  Minimum 33 18
e Maximum 89 85

In eckigen Klammern: Q1 = erstes Quartil (25 %) ; Q3 = drittes Quartil (75 %).

Aul3erdem ist zu erwahnen, dass in Gruppe A sechs Patienten (14,6 %) zusatzlich
ein anderes Karzinom hatten, in Gruppe B waren es 10 Patienten (10,5 %). In
Gruppe A lagen in drei Fallen Metastasen vor, in Gruppe B war es ein Fall.

Therapeutisch wurde in Gruppe A und B am haufigsten eine Radiotherapie
durchgefuhrt (44,4 % vs. 33,7 %). Eine kombinierte Radiotherapie und
Endoresektion haben fiinf Patienten der Gruppe A und zwei der Gruppe B erhalten.
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Die histologische Untersuchung nach Endoresektion in Gruppe B ergab in beiden
Fallen ein AH-Melanom.

In Gruppe B wurde bei 35 Patienten (36,8 %) entschieden, abzuwarten und
engmaschige Kontrollen durchzufuhren, in Gruppe A wurde dies bei sieben
Patienten (15,6 %) entschieden. Eine TTT haben in Gruppe A sechs und in Gruppe
B 19 Patienten erhalten. Enukleiert wurde in Gruppe A in vier Fallen, in Gruppe B
in nur einem Fall. In Gruppe B lehnten zudem sechs Patienten die empfohlene
Therapie ab.

Im Laufe der Studie verstorben ist in Gruppe A ein Patient (2,2 %), in Gruppe B
waren es vier Patienten (4,2 %). Diese Ergebnisse sind erneut in Tabelle 6

dargestellt:

Tabelle 6: Demographische und klinische Parameter der Gruppen A und B.

Gruppe A Gruppe B

n=45 (%) n=95 (%)

anderes Karzinom
e Nein 39 (86,7) 85 (89,5)
e Ja 6 (14,6) 10 (10,5)
Metastasen
e nein 42 (93,3) 94 (98,8)
e ja 3(6,7) 1(1,1)
Therapie
e Endoresektion 3(6,7) 0 (0,0)
e Radiotherapie 20 (44,4) 32 (33,7)
e TTT 6 (13,3) 19 (20,0)
e Enukleation 4 (8,9) 1(1,2)
o Radiotherapie und Endoresektion 5(11,1) 2(2,1)
e kontrolliertes Abwarten 7 (15,6) 35 (36,8)
e Patient lehnt Behandlung ab 0(0,0) 6 (6,3)
Patient verstorben
e nein 44 (97,8) 91 (95,8)
e ja 1(2,2) 4(4,2)
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4.2 Tumormerkmale

In Tabelle 7 sind die Tumormerkmale beider Gruppen aufgefiihrt. Die Tumorgroéf3e
,B1‘ beschreibt das Resultat der Ausmessung der Tumoren in der longitudinalen
Ebene und ,B2° die entsprechenden MaRe in der transversalen Ebene. Die
Tumordicke wurde bei AH-Lasionen mittels Sonographie und bei Iris- oder ZK-
Lasionen mittels UBM gemessen. Die Werte sind in Millimetern (mm) angegeben.
Zusatzlich wird angegeben, in wie vielen Fallen der Durchmesser des Tumors bei
Uber 5 mm lag und ob ein GréRenwachstum oder Symptome (unter anderem eine

Visusverschlechterung) vorlagen.
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Tabelle 7: Merkmale der uvealen Tumoren der Gruppen A und B.

Gruppe A Gruppe B
n=45 (%) n=95 (%)
TumorgrofRe B1 (mm)
e Min—Max 1,4-17,5 0,9-15,4
o Mittel [SA] 7,5 [3,4] 5,3[2,5]
e Median [Q1/Q3] 7,415,4/8,5] 51(3,5/6,6)
TumorgréfRe B2 (mm)
e Min—Max 2,2-17,5 1,0-13,5
o Mittel [SA] 7,1[3,1] 5,2[2,5]
e Median [Q1/Q3] 6,8 [5,1/8,5] 51[3,3/7,0]
Tumordicke (mm)
e Min—Max 0,6-10,2 0,2-13,8
o Mittel [SA] 3,0[2,7] 1,4[1,8]
e Median [Q1/Q3] 19[1,1/3,4] 1,0[0,6/1,7]
Tumordurchmesser >5 mm
e Nein 7 (15,6) 37 (38,9)
e Ja 38 (84,4) 58 (61,1)
GréRenwachstum
e Nein 11 (24,4) 48 (50,5)
e Ja 34 (75,6) 47 (49,5)
Symptome
e Nein 29 (64,4) 84 (88,4)
e Ja 16 (35,6) 11 (11,6)

In eckigen Klammern: SA = Standard-Abweichung ; Q1 = erstes Quatrtil (25 %) ; Q3 = drittes Quartil (75 %).

In Tabelle 8 sind die klinischen Tumormerkmale beider Gruppen aufgefihrt.

Da lIris-/ZK-Lasionen andere Tumormerkmale aufweisen, sind diese gesondert
beschrieben. Die Gruppen der Iris- und ZK-Lasionen sind mit n=5 in Gruppe A und
n=8 in Gruppe B sehr klein, weshalb diese nachfolgend nicht tabellarisch oder
graphisch dargestellt werden.

Die Iris-/ZK-Lasionen der Gruppe A (n=5) wiesen in zwei Fallen (40,0 %) eine
Pupillenverziehung auf. Sentinel vessels wurden in einem Fall (20,0 %)
beschrieben. Bei keinem der Patienten zeigte sich eine sektorielle Katarakt.
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Die Iris-/ZK-Lasionen der Gruppe B (n=8) zeigten in funf Fallen (62,5 %) eine
Pupillenverziehung, sentinel vessels traten in drei Fallen (37,5 %) auf. Auch hier

trat bei keinem der Patienten eine sektorielle Katarakt auf.

Tabelle 8: Tumormerkmale von Aderhautlasionen.

Gruppe A Gruppe B
n=40 (%) n=87 (%)
Orange pigment
e Nein 16 (40,0) 42 (48,3)
e Ja 24 (60,0) 45 (51,7)
Halo
e Nein 39 (97,5) 83 (95,4)
e Ja 1(2,5) 4 (4,6)
Drusen
e Nein 21 (52,5) 52 (59,8)
e Ja 19 (47,5) 35 (40,2)
subretinale Flussigkeit
e Nein 14 (35,0) 54 (62,1)
e Ja 26 (65,0) 33(37,9)

4.3 Ergebnis ZMZ und Biopsie

Tabelle 9 fuhrt das Ergebnis der Flussigbiopsie auf. In beiden Gruppen war bei
einer grolRen Zahl an Patienten das Ergebnis positiv; in Gruppe A bei 41 von 45
Patienten, in Gruppe B bei 64 von 95 Patienten. Kein ZMZ-Nachweis gelang in
Gruppe A in vier (8,9 %) und in Gruppe B in funf Fallen (5,3 %). In Gruppe B gibt
es zusatzlich die Ergebnismoglichkeit der ,variierenden Positivitat, welche
angegeben wird, wenn das ZMZ-Ergebnis bei mehreren Abnahmen variierend
positiv oder negativ ausgefallen ist.

Die Biopsie war in Gruppe A in 38 Fallen (84,4 %) positiv und in vier Fallen (8,9 %)

negativ. In drei Fallen war in der Biopsie zu wenig Material fur eine pathologische

Begutachtung vorhanden.
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Tabelle 9: Ergebnis ZMZ der Gruppen A und B, Ergebnis Biopsie von Gruppe A.

Gruppe A Gruppe B
n=45 (%) n=95 (%)
Flussigbiopsie
e Positiv 41 (91,1) 64 (67,4)
o Negativ 4 (8,9) 5(5,3)
e variierende Positivitat 26 (27,4)
Monosomie 3
e positiv 28 (62,2) 60 (63,2)
e negativ 17 (37,8) 35 (36,8)
Ergebnis Biopsie
e positiv 38 (84,4)
e negativ 4(8,9)
e zu wenig Material 3(6,7)

4.4 Vergleich klinisches Bild und ZMZ

Um die Fragestellung zu beantworten, ob der Nachweis von ZMZ mit dem
klinischen Bild korreliert, werden in den folgenden Tabellen die Tumormerkmale mit

dem ZMZ-Ergebnis verglichen.

In Tabelle 10 und Tabelle 12 werden die Tumormerkmale der AH-L&sionen der
Gruppen A und B mit dem Ergebnis der Flussigbiopsie verglichen und in den
Abbildungen 5 bis 8 graphisch dargestellt.

Tabelle 11 und Tabelle 13 vergleichen die Tumormerkmale der Iris- und ZK-

Lasionen mit dem ZMZ-Ergebnis.

Signifikante Unterschiede (p-Wert<0,05) zeigten sich in Gruppe B bei
Anwesenheit von Drusen und bei der Tumordicke bei Patienten mit variierender
Positivitdt der Flussigbiopsie. Davon hatten funf der 16 Patienten mit Drusen
(designiertes benignes Tumormerkmal) zuerst ein positives, dann ein negatives

ZMZ-Ergebnis. Bei groBer Tumordicke (> 2,1 mm) hatten vier Patienten zunachst
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ein negatives, im Verlauf dann ein positives ZMZ-Ergebnis. Auffallig bei den
Patienten mit negativem ZMZ-Ergebnis war, dass sich die Tumordicke mit im
Median 0,5 mm geringer darstellte als bei den Patienten mit positivem ZMZ-
Ergebnis (mediane Tumordicke: 0,9 mm) oder denen mit variierender Positivitat
(mediane Tumordicke: 1,5 mm).

Weiter konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

Es ist zu beachten, dass die GruppengroRe der Patienten mit negativem ZMZ-
Ergebnis (n=4 in Gruppe A und n=5 in Gruppe B) sehr klein ist, im Gegensatz zu
der relativ groRen Gruppe mit positivem ZMZ-Ergebnis (n=41 in Gruppe A und n=64
in Gruppe B) bzw. mit variierender Positivitat (n=26 in Gruppe B).
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Tabelle 10: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild von AH-L&sionen der Gruppe A (n=40).

ZMZ positiv ZMZ negativ

subretinale Flussigkeit 0.539b

¢ Nein 14 (37,8) 0 (0,0) 14 (35,0)

e Ja 23 (62,2) 3 (100,0) 26 (65,0)

Symptome 1.000 b

¢ Nein 22 (59,5) 2 (66,7) 24 (60,0)

e Ja 15 (40,5) 1(33,3) 16 (40,0)
orange pigment 0.553 b

e Nein 14 (37,8) 2 (66,7) 16 (40,0)

e Ja 23 (62,2) 1(33,3) 24 (60,0)

Halo 1.000 b

e Nein 36 (97,3) 3 (100,0) 39 (97,5)

e Ja 1(2,7) 0 (0,0) 1(2,5)

Drusen 1.000 b

¢ Nein 19 (51,4) 2 (66,7) 21 (52,5)

e Ja 18 (48,6) 1(33,3) 19 (47,5)
GréRenwachstum 1.000 b

e Nein 9 (24,3) 1(33,3) 10 (25,0)

e Ja 28 (75,7) 2 (66,7) 30 (75,0)
Tumordurchmesser 1.000 b
>5mm

¢ Nein 3(8,1) 0 (0,0) 3(7,5)

e Ja 34 (91,9) 3 (100,0) 37 (92,5)
TumorgrofRe B1 0.208 a

¢ Min—Max 3,1-17,5 6,8-13,8 3,1-17,5

o Mittel [SA] 7,7 [3,0] 9,8 [3,6] 7,8 [3,0]

e Median [Q1/Q3] 74[55/8,3] 8,7[7,8/11,2] 7,5[5,6/8,6]
TumorgrofRe B2 0.281 a

e Min—Max 3,6-17,5 7,1-10,3 3,6-17,5

o Mittel [SA] 7,4 [3,1] 8,3[1,8] 7,4 [3,0]

e Median [Q1/Q3] 6,8 [5,4/8,5] 7,4[7,218,8] 7,0[5,5/8,6]
Tumorhdhe 0.143 a

e Min—Max 0,6-10,2 3,0-5,5 0,6-10,2

o Mittel [SA] 3,0[2,8] 3,8[1,5] 3,11[2,7]

e Median [Q1/Q3] 19[1,1/3,4] 3,0[3,0/4,3] 2,111,3/3,4]

a = Mann-Whitney-Test, b = exakter Test nach Fisher.
In eckigen Klammern: SA = Standard-Abweichung ; Q1 = erstes Quartil (25 %) ; Q3 = drittes Quartil (75 %).
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ZMZ . negativ, n=3 positiv, n=37
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Abbildung 5: ZMZ-Ergebnis und Kklinisches Bild von AH-L&sionen der Gruppe A (n=40).
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Abbildung 6: ZMZ-Ergebnis und TumorgréRe von AH-L&sionen der Gruppe A (n=40).
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Tabelle 11: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild von Iris-/ZK-L&sionen der Gruppe A (n=5).

ZMZ positiv ZMZ negativ

Symptome
¢ Nein 4 (100,0) 1 (100,0) 5 (100,0)
e Ja 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Pupillenverziehung 1.000 b
¢ Nein 2 (50,0) 0 (0,0) 2 (40,0)
e Ja 2 (50,0) 1 (100,0) 3(60,0)
sektorielle Katarakt
e Nein 4 (100,0) 1 (100,0) 5 (100,0)
e Ja 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Sentinel vessels 1.000 b
e Nein 3 (75,0) 1 (100,0) 4 (80,0)
e Ja 1(25,0) 0 (0,0) 1 (20,0)
GréRenwachstum 0.200 b
e Nein 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (20,0)
e Ja 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (80,0)
Iu5mn:)rrndurchmesser 1.000 b
e Nein 3 (75,0) 1 (100,0) 4 (80,0)
e Ja 1(25,0) 0 (0,0) 1 (20,0)

b = exakter Test nach Fisher.

Die Iris-/ZK-Lasionen (n=5) der Gruppe A werden aufgrund der geringen
Patientenzahl nicht graphisch dargestellt.
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Tabelle 12: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild von AH-L&sionen der Gruppe B (n=87).

o . Variierende
ZMZ positiv  ZMZ negativ Positivitat Total

n=59 (%) n=4 (%) n=87 (%)

subretinale Flussigkeit

e Nein 37 (62,7) 4 (100,0) 13 (54,2) 54 (62,1)

e Ja 22 (37.3) 0 (0,0) 11 (45,8) 33(37,9)
Symptome

e Nein 53 (89,8) 4 (100,0) 20 (83,3) 77 (88,5)

e Ja 6 (10,2) 0 (0,0) 4(16,7) 10 (11,5)
orange pigment

e Nein 29 (49,2) 3 (75,0) 10 (41,7) 16 (40,0)

¢ Ja 30 (50,8) 1(25,0) 14 (58,3) 24 (60,0)
Halo

e Nein 56 (94,9) 3 (75,0) 24(100,0) 83 (95,4)

e Ja 3(5.1) 1(25,0) 0(0,0) 4 (4,6)
Drusen

e Nein 41 (69,5) 3(75,0) 8 (33,3) 52 (59,8)

e Ja 18 (30,5) 1(25,0) 16 (66,7) 35 (40,2)
GréRBenwachstum

e Nein 29 (49,2) 4 (100,0) 12 (50,0) 45 (51,7)

e Ja 30 (50,8) 0 (0,0) 12 (50,0) 42 (48,3)
Tumordurchmesser
>5mm

e Nein 22 (37.3) 2 (50,0) 5 (20,8) 29 (33,3)

e Ja 37 (62,7) 2 (50,0) 19 (79,2) 58 (66,7)
TumorgrofRe B1

e  Min—Max 0,9-15,4 2,0-5,5 2,0-10,4 0,9-15,4

e Mittel [SA] 5,5 (2,7) 3,9 [1,8] 5,7 [1,9] 5,5 (2,5)

e Median [Q1/Q3] 53[35/69 40(25/54) 54(45/70] 53[38/69]
TumorgrofRe B2

e  Min—-Max 1,2-13,5 2,0-5,6 2,0-10,0 1,2-13,5

e Mittel [SA] 5,4 [2,6] 3,9[1,9] 5,9 [2,0] 5,5 [2,5]

e Median [Q1/Q3] 50[34/70 41[25/55 56[49/75 53[37/71]
Tumorhdhe

e  Min—Max 0,2-7,2 0,2-0,6 0,3-13,8 0,2-13,8

e Mittel [SA] 1,3[1,2] 0,5[0,2] 2,1[2,9] 1,5[1,8]

e Median [Q1/Q3] 09[06/1,7 05[04/06) 15[0,7/1,8 1,0[0.6/1,7]

0.265b

0.674 b

0.479b

0.159b

0.006 b

0.182b

0.245b

0.306 a

0.204 a

0.022 a

a = Mann-Whitney-Test, b = exakter Test nach Fisher.
SA = Standardabweichung; Q1, Q3 = erstes Quartil (25 %) und drittes Quartil (75 %).
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Abbildung 7: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild von AH-L&sionen der Gruppe B (n=87).
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Abbildung 8: ZMZ-Ergebnis und Tumorgréf3e von AH-L&sionen der Gruppe B (n=87).
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Tabelle 13: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild von Iris-/ZK-L&sionen der Gruppe B (n=5).

ZMZ ZMZ variierende

positiv n=5  negativ Positivitat TOt(aok)n:S p-Wert
Symptome 0.375b
¢ Nein 5 (100,0) 1 (100,0) 1 (50,0) 7 (87,5)
e Ja 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (50,0) 1(12,5)
Pupillenverziehung 0.643 b
¢ Nein 1 (20,0) 1 (100,0) 1 (50,0) 3(37,5)
e Ja 4 (80,0) 0 (0,0) 1 (50,0) 5 (62,5)
sektorielle Katarakt
e Nein 5 (100,0) 1 (100,0) 2 (100,0) 8 (100,0)
e Ja 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Sentinel vessels 1.000 b
e Nein 3(60,0) 1 (100,0) 1 (50,0) 5 (62,5)
e Ja 2 (40,0) 0 (0,0) 1 (50,0) 3(37,5)
GréRenwachstum 0.643 b
e Nein 2 (40,0) 1 (100,0) 0 (0,0) 3(37,5)
e Ja 3(60,0) 0 (0,0) 2 (100,0) 5 (62,5)

b = exakter Test nach Fisher.

Tabelle 14 vergleicht das ZMZ-Ergebnis mit klinischen Parametern (Alter, Seite,
Geschlecht, Tumorlokalisation, Diagnose, Symptome und GroRenwachstum) aller
Patienten der Gruppe B (n=140). Ein signifikanter Unterschied zeigte sich im
Vergleich der Diagnose mit dem ZMZ-Ergebnis: Bei positivem ZMZ-Ergebnis lag
bei 77 Patienten ein AH-Melanom vor. Weitere signifikante Unterschiede ergaben

sich nicht.
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Tabelle 14: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild aller Tumoren der Gruppe B.

ZMZ ZMZ_ variiqe_nt_je Total n=140
positiv negativ Positivitat (%)
Alter 0.397 a
e  Min—-Max 18,0-89,0 33,0-78,0 31,0-81,0 18,0-89,0
e Mittel [SA] 65,1 [13,3] 64,4 [14,2] 68,7 [11,8] 65,8 [13,0]
e Median 66,0 69,0 72.5 68,5
[Q1/Q3] [56,0/75,00 [59,0/73,0] [66,2/77,8] [57,0/76,0]
Auge 0.278 b
e Rechts 52 (49,5) 2 (22,2) 11 (42,3) 65 (46,4)
e Links 53 (50,5) 7(77,8) 15 (57,7) 75 (53,6)
Geschlecht 0.266 b
e Mannlich 40 (38,1) 6 (66,7) 10 (38,5) 56 (40,0)
e Weiblich 65 (61,9) 3(33,3) 16 (61,5) 84 (60,0)
Symptome 1.000 b
e Nein 84 (80,0) 8 (88,9) 21 (80,8) 113 (80,7)
e Ja 21 (20,0) 1(11,2) 5(19,2) 27 (19,3)
GroRenwachstum 0.059 b
e Nein 40 (38,1) 7 (77,8) 12 (46,2) 59 (42,1)
e Ja 65 (61,9) 2 (22,2) 14 (53,8) 81 (57,9)
Lokalisation 0.247b
e Aderhaut 96 (91,4) 7(77,8) 24 (92,3) 127 (90,7)
e Ziliarkdrper 1(1,0) 0(0,0) 1(3,8) 2(1,4)
e lris 8 (7,6) 2 (22,2) 1(3,8) 11 (7,9)
Diagnose 0.002 b
e AH-Melanom 77 (73,3) 1(11,1) 17 (65,4) 95 (67,9)
e AH-Navus 17 (16,2) 6 (66,7) 7 (26,9) 30 (21,4)
e ZK-Melanom 1 (1,0) 0 (0,0) 1(3,8) 2,4
e Irismelanom 6 (5,7) 0 (0,0) 1(3,8) 7 (5,0)
e lrisnavus 2(1,9) 2 (22,2) 0 (0,0 4(2,9)
. fggiirne AR 519 0(0,0) 0(0,0) 2 (1.4)

a = Mann-Whitney-Test, b = exakter Test nach Fisher.
In eckigen Klammern: SA = Standardabweichung; Q1, Q3 = erstes Quartil (25 %) und drittes Quartil (75 %).

Abbildung 9 stellt den Vergleich von Alter, Geschlecht und Seite mit dem ZMZ-
Ergebnis graphisch dar:
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Abbildung 9: ZMZ-Ergebnis sowie Alter, Geschlecht und Seite der Gruppen A und B (n=140).

In Abbildung 10 werden die Tumormerkmale von allen uvealen Lasionen mit dem
ZMZ-Ergebnis verglichen dargestellt. Hierbei zeigt sich fur die drei Faktoren

Tumordurchmesser, GrofRenwachstum und Symptome kein signifikanter

Unterschied:
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zmz . negativ, n=9 . positiv, n=105 . variierende Positivitat, n=26

100%+

p=0.583

75%+4

p=0.059

50%4

25%+4

p=1.000

0%

Tu mordurlchmesser GréBenwlachstum Sympltome

Abbildung 10: ZMZ-Ergebnis und klinisches Bild des gesamten Patientenkollektivs (n=140).
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4.4.1 Patienten mit negativer Flissigbiopsie

Da sich in den Gruppen A und B nur wenige Patienten mit negativer Flissigbiopsie
befanden (n=4 in Gruppe A und n=5 in Gruppe B) und damit die Aussagekraft eines
negativen ZMZ-Ergebnisses eingeschrankt war, untersuchten wir weitere 24
Patienten mit negativer Flussigbiopsie, nachfolgend Gruppe C genannt. Diese
Patienten erhielten eine ein- bis zweimalige Flussigbiopsie. Die uvealen L&sionen
in dieser Gruppe wurden bis zum Studienende als benigne eingestuft.

Wir untersuchten diese Patienten auch, um auf die Fragestellung einzugehen, ob

der Nachweis von ZMZ mit dem klinischen Bild korreliert.

In dieser Gruppe befanden sich 15 Frauen (62,5 %) und neun Manner (37,5 %).
Das mediane Patientenalter betrug 72,5 Jahre (Minimum 41, Maximum 87 Jahre).
In acht Fallen (33,3 %) war das rechte Auge und in 16 Fallen (66,7 %) das linke
Auge betroffen. 22 Patienten (86,7 %) hatten eine AH- und zwei Patienten (13,3 %)
eine Irislasion.

Tabelle 15 listet die Tumormerkmale aller Patienten und Tabelle 16 die Merkmale
der AH-Lasionen der Gruppe C auf.

Die beiden Irislasionen wiesen eine Pupillenverziehung auf. Keine der Irislasionen

zeigte sentinel vessels oder sektorielle Katarakte.

Auffallig ist die geringe mediane Tumorhdéhe mit 0,5 mm. Ein Grof3teil der AH-
Lasionen wies Drusen auf (73,1 %). 33,3 % der Lasionen wiesen einen
Durchmesser von >5 mm auf. Insgesamt waren die L&sionen bezlglich der
TFSOM-DIM-Regel wenig auffallig. Keine der L&sionen zeigte ein
GroRenwachstum.

Die Patienten der Gruppe C wurden nicht in die Gesamtstatistik miteinbezogen.
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Tabelle 15: Tumormerkmale der Gruppe C.

Gruppe C
n=24

TumorgréfRe B1 (mm)

e Min—Max 2,0-8,0

o Mittel [SA] 3,9[1,7]

e Median [Q1/Q3] 3,4[2,6/4,9]
TumorgrofRe B2 (mm)

e Min—Max 2,0-8,0

o Mittel [SA] 4,3[1,8]

e Median [Q1/Q3] 3,8[3,0/5,2]
Tumordicke (mm)

e Min—Max 0,2-2,7

o Mittel [SA] 0,8[0,6]

¢ Median [Q1/Q3 0,5[0,4/1,1]
(% von 24)

Tumordurchmesser >5 mm

e Nein 16 (66,7)

e Ja 8 (33,3)
GroRRenwachstum

e Nein 24 (100,0)

e Ja 0 (0,0)
Symptome

e Nein 23 (95,8)

e Ja 1(4,2)

In eckigen Klammern: SA = Standardabweichung; Q1, Q3 = erstes Quartil (25 %) und drittes Quartil (75 %).

Tabelle 16: Tumormerkmale der AH-L&sionen von Gruppe C.

AH-Lasionen der Gruppe C
n=22 (%)

orange pigment
e Nein 21 (95,5)
e Ja 1(4,5)
Halo
¢ Nein 22 (100,0)
e Ja 0 (0,0)
Drusen
e Nein 6 (27,3)
e Ja 16 (72,7)
subretinale Flussigkeit
e Nein 20 (90,9)
e Ja 2(9,1)
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4.5 Vergleich klinisches Bild und Biopsie

Um die Fragestellung zu beantworten, ob das Ergebnis der Probebiopsie mit dem
klinischen Bild korreliert, wurden die Tumormerkmale mit dem Biopsieergebnis der
Gruppe A verglichen, da nur diese eine Biopsie erhalten hatte.

Bei drei von 45 Patienten der Gruppe A war in der Biopsie zu wenig Material zu
finden, um sie durch die Pathologie auswerten zu kdnnen. Diese drei Patienten
haben wir im Folgenden von den Auswertungen ausgeschlossen. Somit ergibt sich
eine Patientenanzahl von n=42.

Tabelle 17 vergleicht das klinische Bild nur der AH-L&asionen der Gruppe A (n=37)
mit dem Biopsieergebnis. In Abbildung 11 und Abbildung 12 ist dies graphisch
dargestellt.

Tabelle 18 vergleicht nur die Iris- und ZK-Lasionen mit dem Biopsieergebnis. Auch
hier wurden diese aufgrund der geringen Patientenanzahl nicht graphisch
dargestellt.

Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p-Wert < 0,05).
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Tabelle 17: Biopsie und klinisches Bild von AH-L&sionen der Gruppe A (n=37).

Biopsie

positiv Total n=37

Biopsie negativ

p-Wert

e Nein

e Ja
Symptome

e Nein

e Ja
orange pigment

e Nein

e Ja
Halo

e Nein

e Ja
Drusen

e Nein

e Ja
GroRenwachstum

e Nein

e Ja

Tumordurchmesser
>5mm

¢ Nein
e Ja
TumorgrofRe B1

e Min—-Max

o Mittel [SA]

e Median [Q1/Q3]
TumorgrofRe B2

¢ Min—Max

o Mittel [SA]

¢ Median [Q1/Q3]
Tumorho6he

¢ Min—Max

o Mittel [SA]

¢ Median [Q1/Q3]

subretinale Flussigkeit

11 (32,4)
23 (67,6)

19 (55,9)
15 (44,1)

12 (35,3)
22 (64,7)

33 (97,1)
1(2,9)

17 (50,0)
17 (50,0)

4 (12,9)
27 (87,1)

2 (5,9)
32 (94,1)

3,1-17,5
8,0 [3,2]

7,5[5,6/9,3]

3,6-17,5
7,7 [3,1]

7,0[5,6/9,1]

0,6-10,2
3,3[2,9]

2,1[1,5/3,7]

0 (0,0)
3 (100,0)

2 (66,7)
1 (33,3)

3 (100,0)
0 (0,0)

3 (100,0)
0 (0,0)

2 (66,7)
1(33,3)

2 (66,7)
1(33,3)

0 (0,0)
3 (100,0)

6,8-8,7
7,7 [1,0]

7,5[7,218,1]

6,8-8,7
7,7 [1,0]

7,5[7,2/8,1]

3,0-3,4
3,1[0,2]

3,0[3,0/3,2]

(%)

11 (29,7)
26 (70,3)

21 (56,8)
16 (43,2)

15 (40,5)
22 (59,5)

36 (97,3)
1(2,7)

19 (51,4)
18 (48,6)

7 (18,9)
30 (81,1)

2 (5,6)
34 (94,4)

3,1-17,5
8,0[3,0]

7,5[5.6/ 8,7]

3,6-17,5
7,713.0]

7,11[5,6/ 9,0]

0,6-10,2
3,3[2,8]

2,3[1,5/ 3,4]

0.540 b

1.000 b

0.059 b

1.000 b

1.000 b

0.086 b

1.000 b

0.802 a

0.559 a

0.290 a

a = Mann-Whitney-Test, b = exakter Test nach Fisher.
In eckigen Klammern: SA = Standardabweichung; Q1, Q3 = erstes Quartil (25 %) und drittes Quartil (75 %).
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biopsie . negativ, n=3 positiv, n=34
100%+
p=0.086
75%4
p=0.059
p=1.000
50% p=1.000
25%
p=1.000
0%
SR-FIDs'sigke\t Tumordurlchmesser GroEenw‘achstum Orange 'Pigment Symp’tome Drulsen H;lo
Abbildung 11: Biopsie und klinisches Bild von AH-L&sionen der Gruppe A (n=37).
biopsie B® negativ E3 positiv
p=0.824 p=0.578 p=0.303
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Abbildung 12: Biopsie und Tumorgréf3e von AH-Lasionen der Gruppe A (n=37).
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Tabelle 18: Biopsie und klinisches Bild von Iris- und ZK-Lasionen der Gruppe A (n=5).

positiv negativ Total n=5 (%) p-Wert
Pupillenverziehung 1.000 b
e Nein 2 (50,0) 0 (0,0) 2 (40,0)
e Ja 2 (50,0) 1 (100,0) 3 (60,0)
sektorielle Katarakt
e Nein 4 (100,0) 1 (100,0) 5 (100,0)
e Ja 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
sentinel vessels 1.000 b
¢ Nein 3 (75,0) 1 (100,0) 4 (80,0)
e Ja 1 (25,0) 0 (0,0) 1 (20,0)

b = exakter Test nach Fisher.

Tabelle 19 vergleicht das Ergebnis der Biopsie mit den klinischen Merkmalen, die
bei allen Patienten mit uvealen Lasionen vorlagen (Alter, Seite, Geschlecht,
Symptome, GrofRenwachstum, Lokalisation im Auge und Diagnose) der Gruppe A.
Abbildung 13 stellt dies graphisch dar.

Ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) konnte beim Gréenwachstum und
bei der Diagnose AH-Melanom mit positiver Biopsie gezeigt werden. Die Diagnose
AH-Melanom wird allerdings gestellt, sobald die Biopsie positiv ausfallt oder
eindeutige klinische Merkmale vorliegen. Zudem fiel auf, dass in der Gruppe mit
negativer Biopsie nur Manner waren.

Eine weitere Korrelation zwischen Probebiopsie und klinischem Patientenbild
konnte nicht nachgewiesen werden.

Jedoch ist zu beachten, dass die Gruppe mit negativem Biopsieergebnis mit n=4
verglichen mit der mit positivem Ergebnis mit n=38 sehr klein ist, weshalb auch

diese Gruppen nur eingeschrankt miteinander vergleichbar sind.
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Tabelle 19: Biopsie und klinisches Bild uvealer Lasionen der Gruppe A.

B'c‘)’spitsi've E;Op?-'e Total n=42
p gativ (%)
Alter 0.479 a
e Min—-Max 40,0-89,0 33,0-78,0 33,0-89,0
o Mittel [SA] 68,1[11,9] 60,2 [19,6] 67,4 [12,7]
e Median 72,0 65.0 71.0
[Q1/Q3] [58,2/77,0] [53,2/72.0] [58,2/77,0]
Auge 1.000 b
e Rechts 18 (47,4) 2 (50,0) 20 (47,6)
e Links 20 (52,6) 2 (50,0) 22 (52,4)
Geschlecht 0.027 b
e Mannlich 14 (36,8) 4 (100,0) 18 (42,9)
e Weiblich 24 (63,2) 0 (0,0) 24 (57,1)
Symptome 1.000 b
e Nein 23 (60,5) 3 (75,0) 26 (61,9)
e Ja 15 (39,5) 1 (25,0) 16 (38,1)
GroRenwachstum 0.018 b
e Nein 5(13,2) 3 (75,0) 8 (19,0)
e Ja 33 (86,8) 1 (25,0) 34 (81,0)
Lokalisation 0.410b
e Aderhaut 34 (89,5) 3 (75,0) 37 (88,1)
o Ziliarkorper 1(2,6) 0(0,0) 1(2,4)
e lris 3(7,9) 1 (25,0) 4 (9,5)
Diagnose <0.001 b
e AH-Melanom 32 (84,2) 0 (0,0) 32 (76,2)
e AH-Navus 2 (5,3 3 (75,0) 5(11,9)
e ZK-Melanom 1(2,6) 0 (0,0) 1(2,4)
e [rismelanom 3(7,9 0 (0,0) 3(7,1)
e Irisnévus 0 (0,0) 1 (25,0) 1(2,4)

a = Mann-Whitney-Test, b = exakter Test nach Fisher.
In eckigen Klammern: SA = Standardabweichung; Q1, Q3 = erstes Quartil (25 %) und drittes Quartil (75 %).
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Kruskal-Wallis, p = 0.48
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°

404

neg'ativ pos'itiv
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Abbildung 13: Vergleich Biopsie mit Alter, Geschlecht und Seite von Gruppe A (n=42).
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4.6 Vergleich ZMZ- mit Biopsieergebnis

Um die Fragestellungen zu beantworten, ob die Untersuchung auf ZMZ die
invasivere Probebiopsie bei der Diagnosesicherung eines UM ersetzen kdnnte und
ob der Nachweis von ZMZ mit dem Ergebnis der Probebiopsie korreliert, wurde
zum einen die Sensitivitdt und Spezifitat der ZMZ-Untersuchung berechnet, zum
anderen wurden PPW und NPW berechnet.

Die Sensitivitat gibt die Wahrscheinlichkeit an, ob das ZMZ-Ergebnis positiv ist,
wenn der Patient auch wirklich erkrankt ist, also hinsichtlich unserer Studie, ob die
Biopsie bei tatsdchlichem Vorliegen eines malignen Melanoms auch ein positives
Ergebnis zeigt. Die Spezifitat ist die Wahrscheinlichkeit, dass das ZMZ-Ergebnis
negativ ist, wenn der Patient gesund ist, also die Biopsie in unserer Studie korrekt
negativ ausgefallen ist.

Der PPW ist die Wahrscheinlichkeit, dass der Patient krank ist, wenn das ZMZ-
Ergebnis positiv ist. Der NPW ist die Wahrscheinlichkeit, dass der Patient nicht
krank ist, wenn das ZMZ-Ergebnis negativ ist.

Um zwei Marker miteinander vergleichen zu kénnen, werden auch bei diesen
Berechnungen nur die Patienten eingeschlossen, bei denen ein eindeutiges
Biopsieergebnis vorlag (n=42).

Tabelle 20: Vergleich ZMZ- mit Biopsieergebnis (n=42).

Biopsie negativ Biopsie positiv
ZMZ negativ 3 1
ZMZ positiv 1 37
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Tabelle 21: Sensitivitat, Spezifitat, PPW und NPW.

95-%-Konfidenzintervall

Schatzung Std. Fehler Unter Ober
Sensitivitat 0,974 0,026 0,923 1
Spezifitdt 0,750 0,217 0,326 1
PPW 0,974 0,026 0,923 1
NPW 0,750 0,217 0,326 1

Es ergibt sich eine Sensitivitat von 97,4 % und eine Spezifitdt von 75,0 % flr das
ZMZ-Ergebnis. Anhand des ZMZ-Ergebnisses kann man sich zu 97,4 % sicher
sein, dass bei einem positiven Ergebnis auch wirklich ein UM vorliegt. Bei einem
negativen ZMZ-Ergebnis kann zu 75 % ein UM ausgeschlossen werden.
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5 Diskussion

Bei einem UM handelt es sich um einen intraokularen malignen Tumor, der im Falle
einer Metastasierung innerhalb eines Jahres zum Tode fuhren kann.(113,142)
Mehrere Studien haben gezeigt, dass Mikrometastasen bereits einige Jahre vor der
Diagnose eines UM auftreten.(42,86)

Um eine Tumoraussaat und spatere Metastasenentwicklung mdglichst zu
verhindern, ist deshalb eine frihe Therapie notwendig. Da diese mit funktionellen
EinbulRen des hochsensiblen Organs Auge einhergehen kann, muss die Diagnose
eines UM gesichert sein. Da die klinische Unterscheidung eines AH-N&avus von
einem kleinen Melanom nicht immer eindeutig bzw. sicher ist, kann eine
Probebiopsie hilfreich sein. Diese ist jedoch invasiv, birgt Komplikationsrisiken, ist
technisch schwierig und die Menge des gewonnenen Materials erlaubt ebenfalls
nicht immer eine eindeutige Diagnose. Eine Flussigbiopsie ist hingegen nicht oder
nur minimal invasiv und wiederholbar.

Der Nachweis zirkulierender Tumorzellen oder deren Surrogate mittels
Flussigbiopsie wird bereits bei anderen Malignomen angewandt, um die
Therapieeffekte zu Uberwachen und die Prognose besser abschatzen zu
kdénnen.(18,58,68,90,95)

Der Einsatz der Flussigbiopsie beim UM wird seit etlichen Jahren von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen weltweit untersucht. Hierbei ging es haufig nicht
um die Verbesserung der Diagnostik, sondern auch um die Beurteilung der
Prognose und der Krankheitsaktivitat.(11)

Schuster et al. hatten mit ihrer Methode in 67 % der Patienten mit Lebermetastasen
ein positives Flussigbiopsieergebnis.(98) Die Sensitivitat in dieser Studie erscheint
angesichts des fortgeschrittenen Befundes und der bereits stattgehabten
Metastasierung zu niedrig zu sein. Auch die Arbeit von Bande et al. konnte mit dem
CELL-SEARCH-System (CellTracks Circulating Melanoma Cell Kit, Menarini
Diagnostics, Florenz, Italien) nur bei 50 % der untersuchten ZMZ identifizieren.(10)
Auch die Studie von Beasley et al. suggeriert mit einer Nachweisrate von 58 % bei

schon metastasierten Patienten keine gute Sensitivitat der Methode. Beasley et al.
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folgern daraus, dass die Detektion von ZMZ bei Patienten mit UM zumindest
tumorspezifische und prognostisch relevante Informationen ableitet.(14)

Andere Autoren zeigen, dass der Nachweis von ZMZ im Frihstadium eines UM
auch mit einem erhohten Risiko fur eine Metastasierung einhergeht und somit als
negativ-prognostischer Faktor gelten kénnte.(6,77)

An der Universitatsaugenklinik Lubeck konnte die Nachweisrate von ZMZ durch den
Einsatz des Dual-immunomagnetic Enrichment Assay von 20 % auf 90 % gesteigert
werden.(130) Dieser Assay verwendet zwei spezifische Antikdrper gegen Melanom-
spezifische Proteine (NKI/C3 und NKIl/beteb) und wurde entwickelt, um die
Sensitivitat zur Detektion von ZMZ im Blut zu erhdhen. Diese Methode wird seit Gber
zehn Jahren eingesetzt und bisher untersuchten wir damit tber 700 Blutproben und
uber 400 Patienten. Die isolierten Tumorzellen werden unter anderem mit der FISH-
Methode (Fluorescent In-situ Hybridisation) zur Monosomie 3-Bestimmung weiter
untersucht. Der Nachweis von ZMZ in tGber 90 % der Patienten mit primarem nicht
metastasiertem UM — mit dem Wissen, dass nur ca. 50 % der Patienten spéater
Metastasen entwickeln wird — lasst vermuten, dass eine alleinige Freisetzung nicht
zwangslaufig zu klinisch manifesten Metastasen fuhrt. Der Nachweis und die
Nachweisrate von Monosomie 3 in ZMZ unterstreicht hingegen die Bedeutung
dieser chromosomalen Aberration bei der spateren
Metastasenentwicklung.(113,127,131)

Der Nachweis von ZMZ bei kleinen UM zeigt, dass die Tumorzelldissemination friih
einsetzt.(130) Ziel dieser Arbeit war es, zu erortern, ob der Nachweis von ZMZ im
Blut von Patienten mit verdachtigen melanozytaren L&sionen ein sinnvolles
Instrument ist, Melanome friihzeitig von benignen L&sionen zu unterscheiden und

damit das Risiko von klinisch manifesten Metastasen zu minimieren.
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5.1 Diskussion und Bewertung der Ergebnisse

Demographische Parameter

Unsere Studie umschlief3t insgesamt 140 Patienten mit auffalligen melanozytaren
Lasionen, bei denen mindestens einmal eine Blutentnahme fiir die Fllssigbiopsie
durchgefuhrt wurde. Verglichen mit der Datenlage anderer Studien zu diesem
Thema ist die Fallzahl als ausreichend hoch einzuordnen.

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung lag der Frauenanteil bei 60 % und der Anteil
der Manner bei 40 %. Die Inzidenz des AH-Melanoms ist bei Mannern und Frauen
in der Literatur gleich beschrieben.(142) Der etwas héhere Frauenanteil in unserer
Studie ist moglicherweise dadurch begrindet, dass Frauen statistisch friher und
haufiger arztliche Untersuchungen wahrnehmen. Dieser Aspekt wurde aber nicht
weiter untersucht.

Das mediane Alter der Patienten lag bei 68,5 Jahren. Empirisch betrachtet liegt der
Altersgipfel eines UM zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr und das mediane Alter
bei Erstdiagnose bei 55 Jahren.(25,137)

Klinische Parameter

Unterschiedliche klinische Parameter werden verwendet, um AH-N&avi von frihen
UM zu unterscheiden. Wir haben diese mit dem Ergebnis der Flissig- und
Gewebebiopsie korreliert.

In Gruppe A war bei 60 % (24 Patienten) der AH-L&asionen orange pigment zu
sehen; in Gruppe B war dies bei 51,7 % (45 Patienten) der Fall. Darunter befanden
sich zwei Patienten, bei denen eine benigne AH-Lasion und kein entsprechendes
Melanom diagnostiziert wurde. Dies unterstreicht die Annahme, dass das alleinige
Vorhandensein von orange pigment kein sicherer Parameter fir das Vorliegen eines
malignen Befundes ist, jedoch sehr haufig damit korreliert.

Neben orange pigment gilt auch subretinale FlUssigkeit als hochgradig
malignitatsverdachtiger Befund.

In dieser Studie wiesen 65 % (26 Patienten) der Lasionen der Gruppe A subretinale
Flassigkeit auf. Drei Lasionen wurden aber in der Gewebebiopsie als AH-Navus

eingestuft. In Gruppe B waren es 37,9 % (33 Patienten), wobei nur ein Patient als
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AH-Navus eingestuft wurde, bei den restlichen wurde ein AH-Melanom
diagnostiziert.

Wie eingangs erwahnt, wurden die Tumormerkmale in zwei aktuelleren Studien von
Shields et al. Uberarbeitet.(101,102) Hieraus ergab sich eine neue Risikoeinteilung,
bei denen die Abwesenheit von Halo und Drusen nicht mehr als Malignitatsmerkmal
gilt. Die in der ursprunglichen Fassung von 2009 angenommene Korrelation
zwischen papillennaher Lage der Léasion und das Risiko einer malignen
Transformation hat sich als Selektionsbias herausgestellt, weil zentrale L&asionen
eher gefunden werden. Ein deutlicher Schwachpunkt dieser Studien besteht in dem
Umstand, dass Lasionen, die nicht wachsen, als benigne Navi eingestuft wurden.
Dieser Umstand wird aber nicht z. B. durch eine Tumorbiopsie gestitzt, was die
Aussagefahigkeit insgesamt einschrankt.

In unserer Studie wiesen in Gruppe A 47,5 % (19 Patienten) mit AH-L&asionen
Drusen auf, 17 Patienten davon erhielten dennoch die Diagnose AH-Melanom,
zwei Patienten die Diagnose AH-Navus. In Gruppe B wiesen 40,2 % (35 Patienten)
der AH-Lasionen Drusen auf. Davon wurde bei 26 Patienten ein AH-Melanom und
bei neun Patienten eine benigne AH-Lasion diagnostiziert.

Diese Haufigkeit des Vorhandenseins von Drusen bei nachweislich malignen
Lasionen spricht auch laut unseren Ergebnissen dafiir, Drusen nicht mehr als rein
benignes Merkmal einzuordnen.

Ein Halo wurde in unserer Studie bei den AH-L&asionen nur selten diagnostiziert. In
Gruppe A lag er nur bei einem Patienten mit einem AH-Navus vor. In Gruppe B
wurde ein Halo zwar bei vier Patienten detektiert, von denen einer ein AH-Melanom
hatte — aufgrund der Tatsache, dass ein Halo nur selten zu sehen ist und nicht
eindeutig einem malignen oder benignen Befund zuzuordnen ist, sprechen
allerdings auch unsere Ergebnisse daflir, dieses Kriterium nicht weiter fur die
Einstufung einer AH-L&sion zu verwenden.

Die Tumorhohe bei Patienten mit negativem ZMZ-Ergebnis war im Mittel um
0,5mm geringer als bei Patienten mit positivem ZMZ-Ergebnis (mittlere
Tumorhohe: 0,9 mm). Auch in Gruppe C mit negativer Flussigbiopsie lag die

mediane Tumordicke bei nur 0,5 mm. Insofern kann hier geschlussfolgert werden,
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dass der Nachweis von ZMZ im Blutkreislauf umso wahrscheinlicher ist, je dicker
ein Tumor gemessen wird.

Dies korreliert mit bisherigen empirischen Ergebnissen, dass das Risiko fur eine
Metastasierung mit der Dicke des Tumors einhergeht.

In Gruppe A wiesen 84,4 % (38 Patienten) der Lasionen einen Durchmesser von
> 5 mm auf, in Gruppe B waren es 61,1 % (58 Patienten). In Gruppe A hatten zwei
dieser 38 Patienten die Diagnose AH-Navus, die restlichen 36 Falle (94,7 %)
wurden als AH-Melanom bzw. ZK-Melanom (in einem Fall) eingestuft. In Gruppe B
wurde bei acht der 58 Patienten ein AH-N&vus und in einem Fall eine PE-
Hyperplasie diagnostiziert. Somit lag bei 84,5% (49 Patienten) mit einer
Tumorgrof3e von > 5 mm im Durchmesser ein AH-Melanom vor. Somit gehen auch
unsere Ergebnisse konform mit der Annahme, dass der Tumordurchmesser als sehr
wichtiger Marker fur maligne Lasionen dienen kann.

Ebenso verhalt es sich mit dem Einstufungskriterium des nachweisbaren
GroRBenwachstums. In Gruppe A war bei 75,6 % (34 Patienten) ein
Grolenwachstum der Lasionen zu beobachten. Dabei handelte es sich bei 97,1 %
um maligne Lasionen (AH-, ZK- oder Irismelanom).

49,5 % (47 Patienten) der Gruppe B zeigten ein GréRenwachstum. 97,9 % dieser
Lasionen wurden als maligne eingestuft (AH-, ZK- oder Irismelanom).

Diese Ergebnisse verdeutlichen erneut, dass allein das klinische Erscheinungsbild
einer AH-Lasion keine eindeutige Zuordnung in eine sicher benigne oder sicher
maligne Kategorie zulasst. Lediglich die initiale Gré3e bei Erstdiagnose und ein
GroRRenwachstum im zeitlichen Verlauf machen eine AH-Lasion hochgradig
verdachtig fur einen malignen Befund.

Die Klassifizierung von UM mittels TNM nach AJCC, die die Ausdehnung und
Prominenz des Tumors einbezieht, findet meist keine klinische Anwendung. Dies
wurde kdrzlich in einer grof3eren Studie von Cai et al. untermauert. In der Studie
wurden 240 Patienten mit UM in zwei Risikogruppen nach GEP eingeteilt und dies
mit dem TNM-Status verglichen.(24) Fur beide Risikogruppen war die

prognostische Genauigkeit mittels GEP der TNM-Klassifikation Uberlegen.
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Fliissigbiopsieergebnis

In Gruppe A wurde bei 41 von 45 Patienten (91,1 %) ein positives ZMZ-Ergebnis
detektiert. In Gruppe B waren es 64 Patienten (60,8 %), bei denen mehrfach das
ZMZ-Ergebnis positiv war, 26 Patienten (24,7 %) fielen in die Gruppe der
variierenden Positivitat.

Diese hohe Anzahl an positiven ZMZ-Nachweisen lasst sich damit begriinden, dass
in unserer Studie eine ZMZ-Abnahme nur dann erfolgte, wenn ein UM klinisch nicht
ausgeschlossen werden konnte, und nicht routinemaf3ig bei allen melanozytéaren
Lasionen.

In Gruppe A lag bei den 41 Patienten mit positivem ZMZ-Ergebnis in 90,2 % der
Falle ein UM vor. In Gruppe B hatten von den 64 Patienten mit positivem ZMZ-
Ergebnis 73,5 % ein UM, mit variierender Positivitat waren es 73 %.

Ein negatives ZMZ-Ergebnis lag in Gruppe A bei vier Patienten vor. Von diesen vier
Patienten hatte aber ein Patient dennoch ein AH-Melanom, bei drei Patienten wurde
die Lasion als benigne eingestuft. In Gruppe B lag bei eindeutig negativem ZMZ-

Ergebnis (n=5) in allen Féllen eine benigne L&sion vor.

In Gruppe B wurden die ZMZ-Ergebnisse in positiv, negativ und mit variierender
Positivitdt eingeteilt. Variierende Positivitdat lag vor, wenn bei mehrfacher
Blutentnahme das ZMZ-Ergebnis einmal (oder mehrmals) positiv und einmal (oder
mehrmals) negativ ausfiel. Dieses Merkmal ist insofern interessant, als dass an ihm
untersucht werden kann, inwiefern eventuell ein falsch negatives ZMZ-Ergebnis
vorgelegen haben kann oder eine mdgliche Transformation einer klinisch benignen
in eine maligne Lasion vorlag. Die Lasionen von 13 Patienten mit von ,negativ‘ zu
Jpositiv® variierender Positivitat zeigten im Verlauf alle ein GroRenwachstum
und/oder wiesen eine Tumorgréf3e von >5 mm im Durchmesser auf.

In Abbildung 14 sind Befunde von Patient Nr. 30 aus Gruppe B dargestellt. Links ist
das Fundusbild der peripher gelegenen AH-L&sion zu sehen. Rechts ist ein OCT-
Schnitt durch dieselbe Lasion gezeigt. Er stellt den Tumor als flach und ohne
subretinale Flussigkeit dar. Bis auf den Durchmesser von > 5 mm stellte sich diese
Lasion im Hinblick auf die einschlagigen Merkmale als unauffallig dar. Patient Nr.

30 erhielt eine viermalige Flissigbiopsie. Das erste Ergebnis fiel negativ aus,
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weitere drei Flussigbiopsien in einem Zeitraum von elf Monaten fielen positiv aus.
Aufgrund von detektiertem GroRenwachstum und Verdacht auf orange pigment

erhielt der Patient eine Radiotherapie.

Abbildung 14: Fundusbild (links) und OCT (rechts) des Patienten Nr. 30 aus Gruppe B.

Allerdings gab es auch funf Patienten mit von ,positiv‘ zu ,negativ‘ variierender
Positivitdt, deren AH-Lasionen entweder nur eines oder gar Kkein
Malignitatskriterium zeigten. Diese erhielten aufgrund eines stabilen Befundes keine
Tumortherapie.

Aus Gruppe A hatte Patient Nr. 42 eine negative Tumorbiopsie bei positiver
Flissigbiopsie. Interessanterweise war hier die Flissigbiopsie mit nur einem Marker
(NKl/beteb) positiv und es wurde nur eine disome Zelle ohne Monosomie 3
gefunden. Die Flussigbiopsie war demnach nur schwach positiv. Dieser Patient
erhielt bei stabilem Befund und wenig klinischen Verdachtsmomenten auf ein UM
keine Therapie.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass in unserer Studie ein positives ZMZ-
Ergebnis in Kombination mit einer klinisch verdachtigen Lasion meist die Diagnose
UM bedeutete, wahrend ein negatives ZMZ-Ergebnis in Kombination mit einer
klinisch verdachtigen Lasion hingegen zu einem Abwarten und engmaschigen
Kontrollieren fihrte. In diesem Fall wird bei weiterhin bestehenden klinischen
Verdachtsmomenten auf Malignitat eine erneute ZMZ-Abnahme angestrebt.

Wie bereits erwahnt, ist jedoch zu beachten, dass die Gruppengrol3e der Patienten

mit negativem ZMZ-Ergebnis (n=4 in Gruppe A und n=5 in Gruppe B) sehr klein ist,
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im Gegensatz zu der relativ groRen Gruppe mit positivem ZMZ-Ergebnis (n=41 in
Gruppe A und n=64 in Gruppe B) bzw. der mit variierender Positivitat (n=26 in
Gruppe B). Somit sind diese Gruppen nur begrenzt miteinander vergleichbar.

Aufgrund dieser wenigen Patienten mit negativem ZMZ-Ergebnis wurden weitere
24 Patienten untersucht, bei denen das ZMZ-Ergebnis negativ ausfiel und deren
AH-Lasionen als benigne eingestuft wurden. In dieser Gruppe sollte untersucht
werden, ob diese Lasionen auch im Klinischen Bild als unauffallig einzustufen
waren. Beziglich der TFSOM-DIM-Regel war diese Gruppe nicht sehr auffallig. Ein
Groldteil der Léasionen (73,1%) wies Drusen auf, 33,3% hatten einen
Tumordurchmesser von > 5 mm bei einer auffallig geringen medianen Tumorhdhe
von 0,5 mm. Dies unterstitzt die Annahme, dass es einen Zusammenhang

zwischen Flussigbiopsie und Tumordicke gibt.

Biopsieergebnis

In Gruppe A lag von 45 Patienten in 84,4 % der Falle ein positives Biopsieergebnis,
in 8,9 % ein negatives und in 6,7 % ein unklares Biopsieergebnis (bzw. zu wenig
Material) vor.

In einem Fall (Patient Nr. 30) war das Biopsieergebnis initial negativ, obwohl der
klinische Verdacht fir ein UM bestand (siehe Abbildung 15). Bei diesem Patienten
war zum Zeitpunkt der Biopsie das ZMZ-Ergebnis positiv. Aufgrund eines
Grollenwachstums der Lasion wurde eine zweite Biopsie durchgefuhrt, die
bestétigte, dass es sich um ein AH-Melanom handelte.
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Abbildung 15: Funduskopisches Bild der AH-Lasion des Patienten Nr. 30 aus Gruppe A. Der Pfeil zeigt das
GroRenwachstum der Lasion an. Das rechte Bild wurde sechs Monate spéater aufgenommen.

In einem anderen Fall (Patient Nr. 32) in Gruppe A war das Biopsieergebnis negativ
und die Flussigbiopsie zum Zeitpunkt der Biopsie ebenfalls. Dieser Patient erhielt
bei Grollenwachstum der Lasion im Verlauf nach knapp einem Jahr eine weitere
Flissigbiopsie, welche positiv ausfiel. Es wurde daraufhin eine Radiotherapie
eingeleitet. In diesem Fall ist die Tumorbiopsie als falsch negativ einzuordnen.

Ein negatives Biopsieergebnis ist daher kein Garant fur eine sichere Diagnose.
Griunde hierfur sind die inhomogene Tumorstruktur, die geringe Materialmenge und
der fehlende gewebliche Zusammenhang.(9)

Statistisch einschrankend ist die kleine Zahl der Patienten mit negativer Biopsie
(n=4). Diese Zahl ergibt sich auch daraus, dass bei einem negativen ZMZ-Ergebnis

meist keine Probebiopsie entnommen wurde.

Vergleich Fliussigbiopsie und Biopsie

In 37 Fallen ergab sich Ubereinstimmend ein positives Biopsie- und ZMZ-Ergebnis.
In einem Fall war bei positiver Biopsie die Flissigbiopsie negativ. In drei Fallen
waren sowohl die Biopsie als auch das ZMZ-Ergebnis negativ. In einem Fall war bei
negativer Biopsie die Flissigbiopsie positiv. Daraus ergibt sich mit 97,4 % eine sehr

hohe Sensitivitat bei einer Spezifitat von 75 %.
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Es stellt sich angesichts einer so hohen Korrelation von positiv, wie negativ
Ubereinstimmenden Biopsie- und Flissigbiopsieergebnissen die Frage, inwieweit
eine invasive Gewebeentnahme fir die Diagnosesicherung noch notwendig ist.
Zumindest kdnnen diese Ergebnisse als valider Ausgangspunkt fir weitere kritische
Analysen des diagnostischen Potenzials der Flissigbiopsie dienen. Fur noch
verlasslichere Ergebnisse dieser Untersuchungsmethode ware ein Kollektiv von
mindestens 130 Patienten mit priméarem, nicht metastasiertem UM notwendig, die
sowohl eine Flussigbiopsie als auch eine Probebiopsie erhalten (geschatzt mit der

Power-Analyse).

Vermutlich ist auch die geringe Fallzahl anderer Studien zum Thema Flussigbiopsie
bei UM der Grund, warum sich bisher keine der Methoden im klinischen Alltag
etabliert hat.

Die bisher gréf3te Fallzahl hatte Eide et al. 2009 mit 328 Patienten. Bei allen
Patienten wurde jedoch eine Knochenmarkaspiration durchgefiihrt und diese mittels
immunomagnetischer Zellisolation untersucht. In 29,9 % der Falle wurden
Tumorzellen gefunden.(41)

Suesskind et al. untersuchten eine grol3e Fallzahl (81 Patienten, von 2003 bis 2008)
auf ZMZ vor und nach der Therapie. Es wurde untersucht, ob eine Therapie eine
unmittelbare  Tumorzellstreuung verursachen konnte. Ebenfalls mittels
immunomagnetischer Zellisolation wurden hier bei 14 % der Falle ZMZ vor einer
Therapieeinleitung (Enukleation bzw. Endoresektion, Bestrahlung,
Laserbehandlung) nachgewiesen — nach der Therapie war dies nur noch bei 10 %
zu beobachten. Zudem war kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die ZMZ-
Anzahl vor und nach der Behandlung und auch kein Zusammenhang zwischen der
ZTZ-Positivitat, den klinischen Parametern oder dem Auftreten von Metastasen zu
erkennen.(121)

2014 konnten Mazzini et al. mittels filtrationsbasiertem Verfahren bei 31 Patienten
mit UM in 55 % der Falle ZTZ nachweisen, in zehn Fallen mit uvealen Navi wurden
keine ZTZ gefunden.(77)
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In einer Studie von Beasley et al. wurde 2018 bei 26 verwertbaren Blutproben von
Patienten mit primarem UM in 58 % der Falle mindestens eine ZTZ mittels
Immunfarbung nachgewiesen.(14)

Anand et al. konnten bei Patienten mit frihem oder metastasiertem UM in 21 von
39 Patienten (54 %) ZMZ im Blut nachweisen. In dieser Studie ergab die
Anwesenheit von ZMZ ein hoheres Risiko, an Metastasen zu erkranken, und ging
mit einem schlechteren Outcome einher.(6)

Einen vielversprechenderen Ansatz liefern Daten einer australischen Studie aus
dem Jahr 2019. Auch hier ging es darum, eine benigne AH-Lasion von einer
malignen zu unterscheiden. Das Blut von 65 Patienten wurde auf sechs
verschiedene zirkulierende mikro-RNAs (nicht kodierende RNA-Molekule mit einer
Lange von 19 bis 24 Nukleotiden) hin untersucht. Die Zusammensetzung der
Expressionslevel der verschiedenen mikro-RNAs von Patienten mit einem
vermeintlichen AH-Navus unterschied sich dabei signifikant von der von Patienten
mit (metastasiertem) AH-Melanom. Damit konnte eine Spezifitdt von 100 % und

eine Sensitivitat von immerhin 93 % erreicht werden.(119)

FUr andere Tumorentitaten findet die Methode des ZTZ-Nachweises im Blut schon
langere Zeit klinische Anwendung.(50,54,139) Im Unterschied zum UM gibt es
jedoch fur diese Tumoren vergleichsweise sichere bzw. nicht zu einem maglichen
Funktionsverlust des Organs fuhrende bioptische Diagnosemethoden. In anderen
onkologischen Fachbereichen wird die Flissigbiopsie deshalb heutzutage
vorwiegend zur Therapieliberwachung eingesetzt, der diagnostische Stellenwert ist
hier weniger relevant.

2004 wurde bereits durch W. J. Allard et al. untersucht, in wie vielen Fallen mit dem
CellSearch-System mehr als eine ZTZ pro 7,5 ml Blut bei unterschiedlichen
Tumorentitaten zu finden ist. Dies gelang bei 57 % der Prostata-, 37 % der
Mamma-, 37 % der Ovarial, 30% der Kolorektal- und 20% der
Lungenkarzinome.(3)

Cohen et al. haben 2018 die Ergebnisse einer Flussigbiopsie (CancerSEEK)
publiziert, in der neben zirkulierender Tumor-DNS auch proteinbasierte Biomarker

im Plasma berlcksichtigt wurden. Durch umfangreiche parallele DNS-
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Sequenzierung sollte nicht nur nachgewiesen werden, dass ein Malignom vorliegt,
sondern auch welches der acht mit diesem Test untersuchbaren Karzinome
(Eierstock, Leber, Magen, Bauchspeicheldriise, Speiser6hre, Dickdarm, Lunge
oder Brust). Hierfir wurden die Blutproben von 1000 Krebskranken mit 850
gesunden Probanden verglichen. Der Test erreichte eine Spezifitdt von mehr als
99 %, die Sensitivitat lag zwischen 69 % und 98 %.(27)

In einer britischen prospektiven Multicenterstudie wurde 2019 bei 144 Patientinnen
mit Mammakarzinom im Frihstadium eine Flissigbiopsie durchgefiihrt. Bei 101 der
144  Patientinnen (70,1 %) war die Flussigbiopsie positiv. In der
Nachbeobachtungszeit war eine positive Flissigbiopsie stark mit einem Rezidiv

assoziiert.(51)

5.2 Diskussion und Bewertung der Methode

Eine retrospektive Analyse, wie es unsere Studie ist, bietet wahrend des Zeitraumes
der Datenerhebung die Moglichkeit, Veranderungen hinsichtlich des
therapeutischen und diagnostischen Vorgehens vorzunehmen, ohne dabei ein
streng Ubergeordnetes Studienprotokoll befolgen zu missen.

Ein weiterer Vorteil retrospektiver Untersuchungen ist es, dass neu auftretende
Fragen durch Beurteilung der bereits umfassend vorhandenen Daten zlgig
bearbeitet werden kdnnen und somit fur weitere Studien brauchbar sind. Diese
Arbeit soll Ausgangspunkt dafir sein, durch prospektiv ausgerichtete Arbeiten
erganzt zu werden.

Ein Schwachpunkt retrospektiver Analysen, wie es sich zum Teil auch in unserer
Studie zeigte, ist die unterschiedliche Qualitat und Kontinuitat der verfugbaren
Daten. Dank einer guten und kontinuierlich gepflegten Dokumentation lagen in
unserer Klinik jedoch nur wenige Datenlticken vor.

Einen Schwachpunkt dieser retrospektiven Arbeit stellt die noch zu geringe Fallzahl
des Patientenguts dar. Im Vergleich mit anderen Studien zum Thema ist diese zwar
relativ hoch — fur statistisch verlassliche Aussagen aber dennoch zu gering.
Besonders in der Gruppe A gab es nur eine geringe Anzahl von Patienten (n=4),
bei denen die Biopsie negativ ausgefallen ist. Einen Schwachpunkt der Biopsie

stellte die in einigen Fallen (n=3) zu geringe Materialgewinnung dar. Zudem sind
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die Gruppen mit negativem ZMZ-Ergebnis (n=4 in Gruppe A und n=5 in Gruppe B)
auch sehr klein. Um die Patienten valide miteinander vergleichen zu kénnen und
um eine sichere Diagnose zu stellen, héatten alle Patienten eine Tumorbiopsie

erhalten mussen.
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6 Zusammenfassung

Das uveale Melanom ist selten, flhrt aber im Falle einer Metastasierung innerhalb
eines Jahres zum Tod. Daher gilt der Grundsatz, ein uveales Melanom so friih wie
moglich zu erkennen und zu therapieren, um eine Metastasenbildung zu vermeiden.
Die klinischen Parameter sind hilfreich, aber nicht ausreichend zuverlassig. Die
Probebiopsie am Auge ist fur das Organ sehr invasiv und die Diagnosesicherung
durch die meist zu kleine Probenmenge nicht immer moglich.

Diese Arbeit untersucht die Mdglichkeit, die Flussigbiopsie als Instrument der
Friherkennung einzusetzen. Hierfir wurden die Ergebnisse der Flissigbiopsie und
der Probebiopsie miteinander verglichen und mit dem klinischen Bild korreliert.

In dieser Studie wurden insgesamt 140 Patienten mit einer melanozytaren Lasion
mittels Flussigbiopsie untersucht. In 45 Fallen erfolgte =zuséatzlich eine
Gewebebiopsie. In 42 Féllen lag ein eindeutiges Ergebnis vor. In 38 von diesen 42
Fallen wurde mit der Gewebeprobe ein uveales Melanom diagnostiziert, in einem
Fall konnten durch die Flussigbiopsie keine zirkulierenden Melanomzellen
nachgewiesen werden. Hieraus ergab sich eine Sensitivitdt von 97,4 %. In vier
Fallen war die Gewebeprobe negativ, von denen wiederum in einem die
Flissigbiopsie ein positives Ergebnis erbrachte, weshalb eine Spezifitat von 75,0 %
ermittelt wurde. Gefunden wurde ein Zusammenhang zwischen Tumordicke und
Flissigbiopsie: Je dicker ein Tumor war, desto wahrscheinlicher war der Nachweis
von zirkulierenden Melanomzellen im Blutkreislauf.

Aufgrund der hohen Sensitivitat stellt die Flussigbiopsie eine zusatzliche Hilfe fur
die Entdeckung eines uvealen Melanoms dar. Die maRige Spezifitat schréankt
jedoch die klinische Anwendung ein. Eine kritische Diskussion muss jedoch auch
zur Probebiopsie gefuhrt werden, da diese wegen der geringen Probenmenge
falsch negativ ausfallen kann. Der klinische Nutzen der Flissigbiopsie erwachst
derzeit aus ihrem komplementaren Einsatz zum klinischen Befund und ihrer

kritischen Einschatzung im individuellen Kontext.
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7 Abklrzungsverzeichnis

A

AH Aderhaut
AJCC American Joint Committee on Cancer

B

bzw. beziehungsweise

C

COMS Collaborative Ocular Melanoma Study
CT Computer-Tomographie

F

FAG Fluorezeinangiographie

FISH fluorescent in-situ hybridisation

G

GEP gene expression profiling
I
ICGA Indocyaningriin-Angiographie

M

MCSP Melanom-assoziierte Chondroitin-Sulfat-Proteoglycan
mm  Millimeter

MRT Magnetresonanztomographie

N

NPW negativ pradiktiver Wert

O

OCT optische Koharenz-Tomographie
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OCT-A OCT-Angiographie

P

PPW positiv pradiktiver Wert

Q

Q1/ Q3 erstes und drittes Quartil

R

RNA ribonucleic acid

RT-PCR reverse-transcriptase polymerase chain reaction
S

SA Standard-Abweichung

T

TFSOM-DIM to find small ocular melanoma doing imaging
TFSOM-UHHD to find small ocular melanoma using helpful hints daily
TNM Tumor Nodes Metastasis

TTT Transpupillare Thermotherapie

U

UBM Ultraschallbiomikroskopie

UKSH Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
UM uveales Melanom

UV Ultraviolett

z

z.B. zum Beispiel
ZK Ziliarkorper
ZMZ zirkulierende Melanomzellen

ZTZ zirkulierende Tumorzellen
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GIREIy
1 a
1 :. UNIVERSITAT ZU LOBECK Ethik-Kommission
®re.grent Vorsitzender: '

Herr Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Universitdtzu Liibeck
Stellv. Vorsitzende:

Frau Frau Prof. Dr. med. M. Schrader
Ratzeburger Allee 160

Dr. med. Litke 3555014

Klinik fiir Augenheilkunde
Sachbearbeitung: Frau Janine Erdmann

im Hause Tel.: +49 451 500 4639
Fax: +49 451 500 3026
janine.erdmann@medizin.uni-luebeck.de

nachrichtlich:

Herrn Prof. Grisanti

Direktor der Klinik fiir Augenheilkunde
Aktenzeichen: 10-200

( s Datum: 17. Dezember 2010
Sitzung der Ethik-Kommission am 14. Dezember 2010 4
Antragsteller: Frau Dr. Liike / Herr Prof. Grisanti /

Titel: Bestimmung der Anzahl, des Monosmie-3 Status zirkulierender Melanomzellen und
Nachweis von Biomarkern des uvealen Primartumors

‘Sehr geehrte Frau Dr. Liike,

S5 ~ derAntrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen 3 “.;
& spunkten gepriift. : b
ymission hat keine Beden|

esen, dass auf
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Frau
Dr. med, Like
Kliinlk fiir Augenhellkunde

Im Hause

nachrichtlich;
Herr Prof, Grisantl
Direktor der Kiinlk fir Augenhellkunde

Sitzung der Ethlk-Kommission am 07, November 2013
Antragsteller: Frau Dr, Like / Herr Prof. Grisant

Ethik-Kommission

Vorsitzender:

Herr Prof, Dr, med. Alexander Katallnic
Unlversitiit zu Libeck

Stellv, Vorsitzender;

Herr Prof., Dr. med, Frank Gleseler
Ratzeburger Allee 160

23538 Libeck

Sachbearbeltung: Frau Janine Frdmann

Tel;: +49 451 500 4639
Fax: +49 451 500 3026

ethikkommission@uni-luebeck.de

Aktenzelchen: 13-219
Datum: 21.Januar 2014

Titel: Bestimmung der Anzahl des chromosomalen Status zirkullerender Melanomzellen bel Patienten mit

Aderhautnévus

Sehr geehrte Frau Dr. Liike,

vielen Dank fiir Ihr Schrelben vom 06, Januar 2014, in dem Sie unserem Wunsch nach weiteren Informationen zum

Studienvorhaben nachkommen und die {iberarbeiteten Unterlagen vorlegen,

Dle Kommission hat nunmehr keine Bedenken mehr.

Bel Anderung des Studlendesigns solte der Antrag emeut vorgelegt werden, Oberalle schwerwiegenden oderunerwartetenund
die wéhrend der Studie auftreten, muss die Kommission umgehend werden, - o ]

Erelgnisse, benachrichtigt
Dle #rztliche und Jurlstische Verantwortung des wmwarauarmhmmmhummmm

Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnabme unbe
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