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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein von Melanozyten ausgehender maligner Haut-
tumor. Durch sein invasives Wachstum und seine Neigung zur friihen Metasta-
sierung gilt das Melanom als der aggressivste Hauttumor. Aufgrund seiner Ent-
stehung aus Melanozyten, treten Uber 90% der Melanome in der Haut auf. Da
Melanozyten auch an der Retina, an Schleimh&uten, am Innerohr und an den
Meningen vorkommen, entwickeln sich in seltenen Fallen auch dort maligne
Melanome. In den letzten Jahrzehnten ist weltweit ein stetiges Ansteigen der
Inzidenz zu beobachten [Garbe & Blum 2001, Garbe 2000, Brochez & Naeyaert
2000, Salopek et al. 1995, Garbe et al. 1995]. Die Metastasierung des malignen
Melanoms erfolgt zu ca. 70% primar lymphogen und zu ca. 30% primar hama-
togen. Das Auftreten von Metastasen verschlechtert die Prognose der Erkran-
kung erheblich, wobei der Zeitpunkt der Metastasenentdeckung einen wesentli-
chen Einfluss auf die Gesamtuberlebensrate hat [Garbe et al. 2003b]. So sinkt
die 10-Jahresiuberlebensrate von 50-90% (je nach Tumordicke des Primarius)
ohne Metastasen auf ca. 20% bei regionaren Lymphknotenmetastasen und bis
auf ca. 3% bei Fernmetastasen. Da der Friherkennung von Metastasen daher
eine besondere Bedeutung zukommt, sollte sich der Patient in der 10 Jahre um-
fassenden Tumornachsorgezeit regelmé&Rig zu Kontrolluntersuchungen vorstel-
len. Je nach Tumorstadium wird der Patient klinisch untersucht, ein sonographi-
scher Lymphknotenstatus erhoben und eine Blutuntersuchung durchgefihrt.
Zusatzlich kommen diverse bildgebende Verfahren zum Einsatz. [Garbe et al.
2003Db].

Fur die Nachsorge forscht man nach laborchemischen Parametern, die die
Friherkennung von Metastasen verbessern sollen. Im Idealfall kénnte ein sol-
cher Tumormarker die Progression der Erkrankung erkennen, noch bevor dies

mit meist aufwendigen, bildgebenden Verfahren der Fall wéare.
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1.2. Tumormarkerdefinition

Tumormarker sind Proteine, die im gesunden Menschen physiologisch nicht
oder nicht in erhdhter Konzentration vorkommen. Die Proteinstruktur besitzt im
Allgemeinen einen Kohlenhydrat- und einen Lipidanteil. Der Ursprung des Mar-
kers kann im Tumor selbst liegen, indem er ihn entweder eigens synthetisiert
und sezerniert oder der Marker wird beim Zerfall von Tumorzellen freigesetzt.
Er kann aber auch von gesundem Gewebe als Reaktion auf den Tumor gebildet
werden [Thomas 1995].

In den letzten Jahren wurden viele laborchemische Parameter auf ihre Eig-
nung als Melanommarker tberprift. Im Folgenden sollen davon einige vorge-
stellt und ihre Relevanz als Tumormarker fir das maligne Melanom erlautert

werden.

1.3. Tumormarker flr das maligne Melanom

1.3.1. Melanoma Inhibitory Activity (MIA)

Bei der Melanom Inhibitory Activity (MIA) handelt es sich um ein I6ésliches, 11
KiloDalton (kDa) schweres Protein. Es wurde in vitro erstmals aus dem Uber-
stand einer menschlichen HTZ-19 Melanomzelllinienkultur isoliert [Apfel et al.
1992]. Zuerst wurde das Protein als autokrin sezernierter Tumorwachstums-
hemmer identifiziert [Bogdahn et al. 1989]. Nahere Untersuchungen fihrten a-
ber zu der Erkenntnis, dass MIA durch Bindung an Laminin und Fibronektin die
Verankerung von Melanomzellen an der extrazellularen Matrix lockert
[Bosserhoff et al. 1998]. Dies fuhrt durch eine Abrundung der Melanomzellen zu
einer verminderten Gewebsadhasion [Bosserhoff et al. 1996], was wiederum
eine verstarkte Tumorinfiltration und Metastasierung begilnstigen kann
[Bosserhoff et al. 1998].

Die Exprimierung von MIA korreliert mit der Malignitat von Hautgewebe. So

fand sich in gesunder Haut, in benignen Melanozyten und benignen Naevi keine
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oder eine wesentlich weniger stark ausgepragte Exprimierung von MIA, als in
malignen Melanomzellen [Bosserhoff et al. 1996]. Davon abgeleitet wurde MIA

als Serummarker fir das maligne Melanom etabliert [Bosserhoff et al. 1997].

Aul3er beim malignen Melanom wurden erhéhte MIA-Serumwerte auch bei
Ovarialkarzinomen, Pankreaskarzinomen, Mammaneoplasien und Kolonkarzi-
nomen gemessen [Bosserhoff et al. 1997]. In nicht-neoplastischem Gewebe
wurde MIA in héherer Konzentration im Knorpel nach gewiesen [Dietz & Sandell
1996], wodurch sich MIA auch als potentieller Marker fur die rheumatoide Arthri-

tis anzubieten scheint [Muller-Ladner et al. 1999].

MIA und der in Kapitel 1.3. beschriebene Tumormarker S100 wurden bereits
mehrmals in Studien verglichen und meist als gleichwertig beurteilt, z.B. in der
Nachsorge, fir das Therapiemonitoring oder als Progressionsmarker
[Juergensen et al. 2001, Deichmann et al. 2001, Djukanovic et al. 2000,
Schmitz et al. 2000, Deichmann et al. 1999]. MIA wurde teilweise in Untersu-
chungen eine hoéhere Spezifitat [Bosserhoff et al. 1997] oder hdhere Sensitivitét
[Tas et al. 2004] zugeschrieben. Neuere Untersuchungen sehen jedoch die Vor-
teile auf der Seite der S100-Bestimmung, einerseits aufgrund hoherer Spezifitat
[Krahn et al. 2001], andererseits zeigte S100 eine bessere diagnostische Sensi-
tivitat [Garbe et al. 2003a]. Da Untersuchungen jedoch belegen, dass die MIA-
Serumkonzentration, nach chirurgischer Behandlung des malignen Melanoms,
eine prognostische Relevanz fiur die Erkrankung und die Uberlebenszeit hat
[Guba et al. 2002, Matsushita et al. 2002], stellt MIA dennoch einen geeigneten
Tumormarker fir das maligne Melanom dar, vor allem beziiglich der Aussage-
kraft im Bereich der Friherkennung von Metastasen, beim Therapiemonitoring

und in der Prognoseabschétzung der Erkrankung.
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1.3.2. Melaninmetabolite

Die Metabolite des Melaninstoffwechsels 5-S-Cysteinyldopa(5-S-CD) und 6-
Hydroxy-5-Methoxyindol-2-Carbolsaure(6H5MI2C) wurden als potentielle Tu-
mormarker beim malignen Melanom untersucht. Diese beiden Metabolite kén-

nen sowohl im Serum als auch im Urin physiologisch nachgewiesen werden.

Bei Melanompatienten erwies sich 6H5MI2C als Tumormarker in mehreren
Studien als unzureichend. Weder die Serum-, noch die Urinmessungen liel3en
eine Aussage beziglich Metastasenfriherkennung oder Krankheitsprogression
zu. Die Konzentration von 6H5MI2C stieg in Serum und Urin entweder nicht
oder sehr spat an [Horikoshi et al. 1994, Horikoshi & Ito 1992]. 5-S-CD war der
6H5MI2C in Vergleichsstudien tiber die Uberlebensrate und Krankheitsprogres-
sion bei der Melanomerkrankung uberlegen [Karnell et al. 1997, Horikoshi et al.
1994].

5-S-CD ist ein Prakursor des Phdomelanins und l&sst sich im 24-Stunden-
Sammelurin und im Serum nachweisen. Vorteile der Messung von 5-S-CD im
Serum gegenuber der Messung im Urin sind, neben der leichteren Gewinnung,
geringere Konzentrationsschwankungen und die weniger starke Beeinflussung
durch das Patientenalter [Horikoshi et al. 1994]. Nachteilig ist die Beeinflussung
der 5-S-CD-Konzentration durch UV-Licht, woraus sich jahreszeitliche Schwan-
kungen ergeben [Horikoshi et al. 1994]. Eine weiteres Problem stellt bei ame-
lanotischen Metastasen die oft fehlende Erhéhung von 5-S-CD im Serum dar
[Hirai et al. 1997, Hasegawa et al. 1997, Peterson et al. 1988]. Davon unab-
hangig konnten bei Melanompatienten im Stadium der Fernmetastasierung an-
hand des 5-S-CD-Wertes Aussagen bezuglich der Uberlebensrate und des
Sterberisikos gemacht werden [Banfalvi et al. 2003, Wimmer et al. 1997, Sasaki
et al. 1997, Horikoshi et al. 1994], deren Interpretationsméglichkeiten jedoch

durch die kleinen Patientenkollektive der Studien eingeschrankt werden.
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1.3.3. Genmarker als Tumormarker, gemessen mit der reversen transkripti-
ons-Polymerasekettenreaktion (rt-PCR)

Mit der reversen transkriptions-Polymerasekettenreaktion (rt-PCR) ist es
maoglich, anhand eines oder mehrerer Genmarker, Tumorzellen im peripheren
Blut zu detektieren. Als Marker wurden viele Substanzen getestet, unter ande-
rem gpl00, p97, MAGE-3 und MUC 18 [Berking et al. 1999, Palmieri et al.
1999, Hoon et al. 1995]. Aufgrund zu geringer Sensitivitat waren die Ergebnisse
mit diesen Genmarkern jedoch nicht zufrieden stellend. Bessere Ergebnisse
ergab die Tyrosinase, ein Schlisselenzym der Melaninbiosynthese [Hoon et al.
2000, Palmieri et al. 1999, Keilholz et al. 1998]. Die Tyrosinase-spezifische rt-
PCR wurde erstmals von Smith et al. (1991) beschrieben. Die Sensitivitat und
Spezifitat waren derzeitig allerdings noch zu gering oder die PCR neigte zu vie-
len falsch positiven Messungen, so dass je nach Studie der Nachweis zirkulie-
render Tumorzellen in O bis 100% der Patienten gelang. Neuere Studien zeig-
ten durch die Kombination mehrerer Marker, wie z.B. Tyrosinase und Mela-
NA/MART-1 gunstigere Ergebnisse [Brownbridge et al. 2001, Curry et al. 1999,
Schittek et al. 1999b]. Mit dieser Kombination fand Schittek et al. (1999) eine
ca. 30%ige Erhohung der Sensitivitdt gegentber der alleinigen Messung von
Tyrosinase oder MelanA, so dass im Stadium der Fernmetastasierung positive
Werte bei bis zu 52% der Patienten erzielt werden konnten. Es war jedoch nach
wie vor unklar, inwieweit die rt-PCR-Analyse Aussagen beziiglich Uberlebens-
rate, Erkrankungsprogression oder Therapiemonitoring zuldsst. Reynolds et al.
(2003) deutete sie dennoch als gute Methode fur die Kontrolle der Effektivitat
seines Melanomtherapieprotokolls. Osella-Abate et al. (2003) hielt den Nach-
weis von Tyrosinase-mRNA fir einen Progressionsindikator bei Hochrisiko-
Melanompatienten. Die meisten neueren Untersuchungen sprechen aber gegen
eine gute Einsatzmdglichkeit der rt-PCR bei der Melanomnachsorge und Vor-
hersage der Prognose [Palmieri et al. 2003, Warr et al. 2003]. Garbe et al.
(2003) zeigte in einer neueren Studie mit 296 Patienten im Krankheitsstadium Il
oder 1l einen fehlenden signifikanten Zusammenhang zwischen der Detektion
von peripheren Tumorzellen durch rt-PCR-Nachweis von Tyrosinase und Mela-
NA/MART-1 und der Prognose der Patienten.
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1.3.4. Neuronenspezifische Enolase (NSE)

Die Enolase ist ein aus zwei Dimeren bestehendes Enzym. Es existieren drei
verschiedene Untereinheiten: a, § und y. Die Kombinationen ay und yy werden
aufgrund ihres Vorkommens in Neuronen und neuroendokrinen Zellen als neu-
ronenspezifische Enolase (NSE) bezeichnet. NSE ist ein bereits etablierter
Marker des kleinzelligen Bronchialkarzinoms [Cooper 1985] und des Neu-
roblastoms [Zeltzer et al. 1983]. Eine Erh6hung von NSE im Serum wurde auch
bei apoplektischen Insulten und Kopfverletzungen beobachtet [Schaarschmidt
et al. 1994, Skogseid et al. 1992].

Bei Melanompatienten, vor allem im Stadium der Fernmetastasierung, wurde
eine Korrelation zwischen Tumorlast und NSE beschrieben [Buzaid et al. 1994,
Couvreur et al. 1993, Hornef et al. 1992].

Die Sensitivitdt von S100 und NSE soll insgesamt, bezogen auf alle Tumor-
stadien, vergleichbar sein [Bonfrer et al. 1997]. Jedoch zeigt S100 im Stadium
der Fernmetastasierung eine deutlich bessere Sensitivitat und ein besseres
Diskriminationsvermdgen gegentber den Stadien ohne Fernmetastasierung
[Tofani et al. 1997, Guo et al. 1995].

1.3.5. Laktatdehydrogenase (LDH), C-reaktives Protein (CRP), Albumin und
alkalische Phosphatase (AP)

1954 wurden erstmals Laktatdehydrogenase(LDH)-Erhdéhungen bei malignen
Melanomen festgestellt [Hill & Levi 1954]. Seitdem wird versucht LDH als Tu-
mormarker zu etablieren. Es wurde berichtet, dass infolge einer LDH-Erhdhung
Ruckschlisse beziglich der Prognose und Tumorlast im fortgeschrittenem Sta-
dium der Fernmetastasierung getroffen werden kénnen [Balch et al. 2003,
Deichmann et al. 1999], was zur Aufnahme der LDH-Messung in das aktuelle
Klassifikationssystem des American Joint Committee on Cancer (AJCC) geflihrt

hat. In diesem Stadium scheint vor allem das Vorhandensein von Lebermetas-
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tasen zu erhohten LDH-Werten zu fuhren [Finck et al. 1983]. Deichmann et. al.
(1999) beurteilte LDH im Vergleich mit MIA und S100 als den besten Parameter
in der Vorhersage von Restaging-Ergebnissen. Eine Studie tUber S100 zeigte
dagegen bessere Ergebnisse bezlglich der Spezifitat, der Sensitivitat und dem

positiven Vorhersagewert [Banfalvi et al. 2002].

Fur das frihe Entdecken von neu aufgetretenen Metastasen erwies sich LDH
als nicht geeignet und scheint daher nur als zusatzlicher Verlaufsparameter im
fortgeschrittenen Melanomstadium in Frage zu kommen [Krahn et al. 2001].
Eine weitere Schwierigkeit stellt die Unspezifitdt der LDH dar, da bei vielen pa-
thologischen Prozessen die mit Zellzerfall einhergehen, wie Hamolyse, Herzin-
farkt und andere Malignome, eine Erhéhung auftreten kann. Zusatzlich kann
LDH bei entziindlichen Prozessen wie Hepatitis und Myokarditis erhdht sein.
Zusammengefasst liegt der Schwerpunkt der Bedeutung von LDH im spéteren
Krankheitsstadium, obwohl in einer neueren Studie Uber Tumornachsorge bei
malignem Melanom auch schon fur frihere Stadien eine LDH-Bestimmung, in

Kombination mit anderen Parametern, empfohlen wurde [Garbe et al. 2003b].

Der Entzindungsparameter C-reaktives Protein (CRP) scheint laut einer
neueren Studie dem LDH bei Patienten im Stadium der Fernmetastasierung
Uberlegen zu sein [Deichmann et al. 2004]. Bereits in einer friheren Studie hat-
ten Deichmann et al. (2001) die Uberlegenheit von CRP tiber LDH im Thera-
piemonitoring erkannt. Sollten sich noch andere Studien diesen Resultaten an-

schlieRen, kdnnte CRP in Zukunft eine Alternative zu LDH darstellen.

Albumin, ein Serumprotein, wurde bei vielen malignen Erkrankungen als Tu-
mormarker in Betracht gezogen. Sirott et al. (1993) berichtete, dass die Kombi-
nation von LDH und Albumin, nach der Behandlung von Melanomen, eine Vor-
hersage uber die Uberlebenswahrscheinlichkeit zuldsst. Eton et al. (1998) be-
schrieb diese Kombination ebenfalls als unabhéangigen Prognoseparameter im
Stadium der Fernmetastasierung. Insgesamt scheint Aloumin aber nur in Kom-
bination mit LDH geeignet und selbst in dieser Kombination nicht zur Detektion

neuer Metastasen [Krahn et al. 2001].
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Die alkalische Phosphatase (AP), ein Routinelaborparameter z. B. in der
Diagnostik von Gallenwegserkrankungen, wurde ebenfalls auf seine Relevanz
als Tumormarker beim malignen Melanom untersucht. Einerseits als Parameter
fur das Tumorstaging [Gershenwald et al. 2000], andererseits in der Tumor-
nachsorgezeit [Garbe et al. 2003a]. Die AP ist in ihrer Sensitivitdt und Spezifitat
dem Protein S100 jedoch deutlich unterlegen und die Bestimmung scheint
hdchstens in Kombination mit anderen Markern sinnvoll zu sein [Garbe et al.
2003b, Mohammed et al. 2001].

1.3.6. Zytokine, Zytokinrezeptoren, Zelladhasionsmolekile und Melanozy-
ten stimulierendes Hormon (MSH)

Bei Melanomen wurde tber erhohte Werte des l6slichen Zytokins Interleukin
(IL)-2 Rezeptors (sIL-2R) und der IL-6, -8 und -10 berichtet [Boyano et al. 1997,
Sato et al. 1996, Scheibenbogen et al. 1995]. Boyano et al. (1997) beschrieb
eine signifikante Korrelation zwischen der sIL-2R-Konzentration und der meta-
statischen Progression des Melanoms. Eine Untersuchung von Vuoristo et al.
(2000) ergab erhohte Werte von IL-6 und IL-8 bei der Metastasierung. Zwei an-
dere Studien erkannten eine Korrelation dieser beiden Interleukine mit der Tu-
morlast und der Zeit bis zur Tumorprogression [Mouawad et al. 2002, Mouawad
et al. 1996]. Fur IL-10 konnten zwar erh6hte Werte gemessen werden, aller-
dings bezogen auf die Metastasierung mit zu geringer Sensitivitat [Sato et al.
1996]. Zusammenfassend haben die Zytokine in der Melanomdiagnostik und —

nachsorge wegen zu geringer Sensitivitdt und Spezifitdt keinen Stellenwert.

Zelladhasionsmolekule wie das soluble cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1)
und das soluble intracellular cell adhesion molecule 1 (sSICAM-1) wurden von
Francke et. al. (1998) und Hirai et al. (1997) bezuglich ihrer Aussagekraft getes-
tet. Erhdhte sVCAM-1-Werte lielRen mit erhéhten LDH-Werten auf eine ungins-
tige Prognose schliel3en [Franzke et al. 1998], erhohte sICAM-1-Werte schie-
nen dagegen beim Monitoring von Melanompatienten hilfreich zu sein [Hirai et

al. 1997]. Fur beide Molekile reichen jedoch aktuell Spezifitdt und Sensitivitét
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nicht aus, um als Tumormarker des malignen Melanoms eine Bedeutung zu

besitzen.

Das Melanozyten stimulierende Hormon (MSH) erwies sich als Tumormarker
beim malignen Melanom aufgrund geringer Sensitivitdit als ungeeignet
[Schwartze & Fiedler 1994].

1.4. Charakterisierung des S100-Proteins

Das Protein S100 ist ein 21 kDa schweres Protein. Es ist 16slich, sauer und
thermolabil. Erstmals wurde es von Moore (1965) im Nervensystem von Rin-
dern nachgewiesen. Die Namensgebung basiert auf der Eigenschaft des S100,
selbst bei 100% gesattigter Ammoniumsulfatldsung bei neutralem pH in Losung
zu bleiben [Moore 1965]. S100 ist ein Dimer mit den zwei mdglichen Unterein-
heiten a und B. Folglich sind die Kombination aa (S100ao0), af (S100a), und B
(S100b) mdoglich. Das Molekulargewicht der a-Untereinheit betragt 10400 Dal-
ton, das der B-Untereinheit 10500 Dalton [Isobe et al. 1981, Isobe & Okuyama
1981b, Isobe & Okuyama 1978, Isobe et al. 1978]. Hauptunterschied der beiden
Untereinheiten a und ( ist die Tryptophan-Aminosaure der a-Einheit an der 90.
Stelle der 93 Aminosauren [Isobe & Okuyama 1981a]. Die Untereinheiten wer-
den von nicht-kovalenten Kraften zusammengehalten und zeigen zu 58% den-
selben Aufbau. Weiterhin teilen sich die beiden Untereinheiten die Kalziumbin-
dungsstelle des Proteins [Isobe & Okuyama 1981b]. Die S100-Proteine bilden
innerhalb der kalziumbindenden, so genannten EF-Hand-Proteine die gréfite
Unterfamilie. Ebenfalls zu dieser Familie gehdren gut charakterisierte und defi-
nierte Proteine wie das Calmodulin und Troponin C [Zimmer et al. 1995]. Als
EF-Hand bezeichnet man den kalziumbindenden Bereich, dessen Helices E
und F Kalzium mit hoher Affinitdt binden kénnen [Schafer & Heizmann 1996].
Der S100-Protein-Familie werden mittlerweile insgesamt 17 Proteine zugerech-
net, wie S100A1-A13, S100B, S100C und S100P [Schafer & Heizmann 1996,
Zimmer et al. 1995].
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1.5. Funktion des S100-Proteins

Obwohl die Funktion des S100 noch nicht endgultig geklart ist, konnten eini-
ge wichtige Eigenschaften analysiert werden. So zeigte sich, dass S100 uber
seine kalziumbindende Eigenschaft bei wichtigen Schritten in der Zellproliferati-
on und -differenzierung eine Rolle spielt. Dazu zéhlen intrazellulare Prozesse
wie Exo- und Endozytose, die Modulation von Enzymaktivitdten und die Poly-
merisation, bzw. Depolymeristaion des Zytoskeletts, hier speziell der Mikrotubuli
[Schafer & Heizmann 1996, Kligman & Hilt 1988]. Extrazellular ist S100 an der
Apoptose, Chemotaxis und Aktivierung von Kalziumkanélen beteiligt [Schafer &
Heizmann 1996, Zimmer et al. 1995]. Der zugrunde liegende Mechanismus be-
ruht auf einer Konformationsanderung des S100 durch die Bindung von Kalzium
[Clapham 1995]. Baudier et al. (1992) beobachteten in vitro eine Interaktion des
S100 mit dem Tumorsuppressorprotein p53. S100 bindet an einer C-terminale
Doméane des p53, wodurch dessen Phosphorylierung durch die Proteinkinase C
inhibiert wird [Baudier et al. 1992]. Dadurch kann durch Unterdrickung der p53-

Tumorsuppression ein Malignomwachstum begunstigt werden.

1.6. Vorkommen des S100-Proteins

Das Protein S100 wurde bereits von Moore (1965) aus dem Zentralnerven-
system (ZNS) isoliert. Innerhalb des ZNS konnte S100 in Astrozyten, Oligo-
dendrozyten, Neuronen und im peripheren Nervensystem (PNS) in Schwann-
Zellen nachgewiesen werden [Stefansson et al. 1982a, Ludwin et al. 1976, Ma-
tus & Mughal 1975]. AuRerdem wurde S100 in Neoplasien der genannten Ner-
venzelltypen, wie z. B. Schwannomen, Astrozytomen und Glioblastomen ent-
deckt [Fagnart et al. 1988, Van Eldik et al. 1986]. In nicht-nervalem Gewebe
konnten S100 Proteine in Chondrozyten [Stefansson et al. 1982b], Langerhans-
Zellen [Cho et al. 1990], Adipozyten [Hidaka et al. 1983], quergestreifter Musku-
latur [Zimmer 1991], Herzmuskelzellen, in Nierenzellen [Kato & Kimura 1985]
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und in T-Lymphozyten [Takahashi et al. 1985] nachgewiesen werden. Molina et
al. (2002) beschrieb S100-Werte uber 0,2 pg/l bei Leberzirrhose, Nierenversa-
gen und bei von diesen Geweben ausgehenden Neoplasien. Weiterhin wurden
bei zerebrovaskularen Ischamien hohe S100-Serumwerte beobachtet [Fagnart
et al. 1988]. Bei Zentralnervensystem(ZNS)-Traumen, ZNS-Blutungen und bei
zerebralen Ischamien wurden im Liquor hohe Protein-S100-Werte ermittelt, die
mit dem Ausmal der zerebralen Schadigung korrelierten [Hardemark et al.
1989, Aurell et al. 1989, Persson et al. 1988].

In der Haut kommt Protein S100 vor allem in junktionalen und Compound-
Navi vor, sowie in hoheren Konzentrationen bei dysplastischen Navus-
Varianten [Cho et al. 1990].

FUr die Unterscheidung von Tumoren und Gewebearten die S100 exprimie-
ren, ist es wichtig zu wissen, welche Kombinationen der Untereinheiten in wel-
chem Gewebe vorkommen. Diese Aufschliisselung zeigt Tabelle 1 [Cochran et
al. 1993].

Tabelle 1: Aufschlisselung der S100-Subtypen im Gewebe

Gewebe S100a S100B
Schwann-Zellen - +
Neuronen + -
Neurofibrome - +
Langerhans Zellen - +
Interdigitierende Zellen - +
Malignes Melanom + +
Melanozytére Navi + +

- = Subtyp nicht vorhanden + = Subtyp vorhanden

1.7. Protein S100 beim malignen Melanom

1980 wies Gaynor et al. Protein S100 in 6 von 9 kultivierten Melanomzellli-
nien nach. Anschliel3end gelang ihm 1981 dieser Nachweis durch einen Immun-

fluoreszenztest in Melanomgewebe [Gaynor et al. 1981].



12 Einleitung

In nachfolgenden Untersuchungen wurde die Eignung des Protein S100 als
diagnostischer immunhistochemischer Marker, im Speziellen auch fur das ame-
lanotische Melanom nachgewiesen [Cho et al. 1990, Cochran et al. 1982, Naka-
jima et al. 1982, Stefansson et al. 1982a)].

Im Rahmen einer Studie lber die Relevanz von Protein S100 im Serum bei
Patienten mit neurologischen Tumoren und Ischamien, waren 20 Patienten mit
malignem Melanom, davon 11 mit Metastasen, eingeschlossen. Hier beobach-
tete man erstmals bei neun von elf der Melanompatienten Erhéhungen von
S100 in Serum Uber 0.3 pg/l [Fagnart et al. 1988]. In auf dieser Entdeckung ba-
sierenden Studien wurde S100 als aussagekraftiger prognostischer Serummar-
ker bei Patienten mit malignem Melanom im Metastasenstadium bestétigt und
erzielte im Vergleich mit anderen maoglichen Tumormarkern bessere Ergebnisse
bezuglich der Korrelation mit Tumorstadium und der Uberlebenszeit, zeigte ho-
here Spezifitdt und Sensitivitat und lieferte einen besseren prognostischen Vor-
hersagewert [Banfalvi et al. 2003, Garbe et al. 2003a, Krahn et al. 2001, Milio-
tes et al. 1996, Guo et al. 1995].

Im Folgenden werden die Einsatzmdglichkeiten von S100 im Rahmen der
Melanomerkrankung aufgezeigt. Es wurde versucht, S100 als einen Tumormar-
ker fur das Melanomscreening, d. h. fir die Diagnostik eines bisher unerkann-
ten Melanomprimartumors, zu etablieren. Die Sensitivitdt und Spezifitat in den
Stadien ohne Metastasierung war daflr jedoch nicht ausreichend [Henze et al.
1997, Guo et al. 1995]. Es wurde jedoch schon in mehreren Untersuchungen
eine gute Korrelation der Serum-S100-Konzentration mit dem jeweiligen klini-
schen Tumorstadium nachgewiesen [Martenson et al. 2001, Kaskel et al. 1999,
Guo et al. 1995]. Bei Leber- und Skelettmelanommetastasen wurden die hdchs-
ten S100-Werte gemessen [Hauschild et al. 1999c]. Dagegen waren sie in
S100-positiven Patienten mit Hautmelanommetastasen niedriger [Kaskel et al.
1999]. Bei Patienten im Stadium der Fernmetastasierung zeigten erhéhte S100-
Werte eine signifikante Korrelation mit der Uberlebenszeit [Garbe et al. 2003a,
Martenson et al. 2001]. Zudem erwies sich Protein S100 als guter Parameter
zur Therapiekontrolle. Bei Patienten, die auf eine Chemotherapie ansprachen,

sank der Wert, hingegen stieg er bei Therapieresistenz [Hauschild et al. 1999a,
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Henze et al. 1997]. Eine wichtige Funktion hat das S100 in der Nachsorgezeit
der Melanompatienten, indem es das Auftreten von Metastasen, schon vor Kli-
nischer Manifestation, anzeigen kann [Garbe et al. 2003a, Schlagenhauff et al.
2000]. In einer neueren, gré3eren Studie Uber die Tumornachsorge wird daher
empfohlen, den Serum-S100-Wert regelméaf3ig zu bestimmen [Garbe et al.
2003Db].

Im klinischen Bereich wird zur Protein-S100-Bestimmung bereits der Sang-
tec®100-Test der Firma Byk-Sangtec Diagnostica (inzwischen Teil der DiaSorin
Diagnostika Gruppe) eingesetzt. In der klinischen Praxis lieRen sich die erho-
benen S100 Werte jedoch oftmals schlecht reproduzieren. Erhdhte Protein-
S100-Werte ziehen Kontrollmessungen, klinische Untersuchung und meist auch
bildgebende Diagnostik, wie die Ganzkdrpercomputertomographie oder die
Magnetresonanztomographie nach sich. So sorgen nicht-reproduzierbare Er-
gebnisse fur Verunsicherung beim Patienten und fuhren oftmals zu den be-
schriebenen Folgeuntersuchungen. Daher ist eine gute Testreproduzierbarkeit

in der Tumornachsorgezeit von erheblicher Bedeutung.

Weiterhin ist fur die Etablierung eines Testverfahrens eine gute Sensitivitat
und Spezifitdt notwendig. Eine zu niedrige Sensitivitdt kann durch falsch negati-
ve Ergebnisse zum Ubersehen einer eventuellen Krankheitsprogression fiihren.
Dagegen hat eine zu niedrige Spezifitat falsch positive Ergebnisse, also erhdhte

S100-Werte, mit den oben beschriebenen Konsequenzen, zur Folge.
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1.8. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll die diagnostische Bedeutung des neuen Test-
verfahrens Elecsys®S100 von der Firma Roche Diagnostics anhand der Test-
reproduzierbarkeit und anhand der Spezifitdt und Sensitivitat im Vergleich zum

Sangtec®100LIA-mat®-System beurteilt werden.

Eine Schwierigkeit betrifft die Festlegung eines sinnvollen cut-off-Wertes. Der
Wert wird als Grenzwert zwischen normalen und pathologischen Werten ge-
setzt. Bei seiner Festlegung geht man einen Kompromiss zwischen bestmdagli-
cher Sensitivitat und Spezifitat ein. Je hoher man den cut-off-Wert setzt, desto
besser wird die Spezifitdt und desto niedriger die Sensitivitat. Wird der cut-off-
Wert zu niedrig gesetzt, ist die Sensitivitat besser, jedoch auf Kosten der Spezi-
fitat.

Zu folgenden Fragestellungen soll in dieser Arbeit Stellung genommen

werden:

1. Wie gut ist die Reproduzierbarkeit des Elecsys®S100-Testverfahrens?

2. Wo sollte ein cut-off-Wert des Elecsys®S100-Testverfahrens fir normale

und pathologische Werte gesetzt werden?

3. Wie sind Spezifitdt und Sensitivitat des Elecsys®S100-Immunoassays im

Hinblick auf Diagnostik und Melanommetastasen?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patienten

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Serumproben stammen aus der
Universitats-Hautklinik Tabingen. Es wurden 944 Seren von 449 am malignen
Melanom erkrankten Patienten untersucht. Die Blutabnahmen wurden in der
Zeit vom 29.09.1997 bis 17.11.1999 im Rahmen der Tumornachsorge vorge-
nommen. Bei der Probenentnahme wurden die Patienten tber die Verwendung

ihres Blutes zu Studienzwecken aufgeklart.

Die fur diese Arbeit bendtigten klinischen Daten der Patienten wurden dem
Zentralregister malignes Melanom der Deutschen Dermatologischen Gesell-
schaft und den Krankenakten der Patienten entnommen. Die bereits vorhande-
nen Werte des Sangtec®100LIA-mat®-Systems entstammen den Patientenak-

ten.

In die Studie aufgenommen wurden die sich im oben genannten Zeitraum in
der Melanomnachsorge der Universitats-Hautklinik Tubingen befindenden Pati-
enten. Es wurden nur Blutproben von Patienten in die Studie eingeschlossen,
bei denen der Blutabnahme mindestens ein zweimonatiger Nachsorgezeitraum
vorausging und sich anschloss. Somit war es mdglich, eine eventuelle mit der
Blutprobe assoziierte Metastasierung zu erfassen und der Blutprobe zuzuord-
nen. Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten, in deren Krankheitsge-
schichte Hinweise auf eine der folgenden Erkrankungen gefunden wurden:
Schadel-Hirn-Trauma, Schlaganfall, Hirntumor, Hirnblutung, Neoplasien der
Niere oder Leber, neurodegenerative Erkrankung oder Hirnschadigungen ande-

re Genese, z. B. hypoxisch als OP-Komplikation.

Die Anzahl der Blutentnahmen verteilen sich auf die Patienten wie in Tabelle

2 dargestellt.
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Tabelle 2: Anzahl der Blutentnahmen pro Patient

Anzahl der Blutent-
nahmen Anzahl der Patienten Haufigkeit (in %)
1 174 38,8
2 139 31,0
3 82 18,3
4 36 8,0
5 10 2,2
6 5 11
7 2 0,5
8 1 0,2
2.1.2. Einteilung des malignen Melanoms

Klinisch und histologisch wird das maligne Melanom in die in Tabelle 3 auf-

gefuhrten Kategorien eingeordnet:

Tabelle 3: Klinische und histologische Einteilung des malignen Melanoms unter
Angabe der ungefahren Haufigkeit

Name Abkirzung Haufigkeit (%)
superfiziell spreitendes Melanom SSM 58
nodulares Melanom NM 21
lentigo-maligna Melanom LMM 9
akrolentigindses Melanom ALM 4
Sonderformen 5
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2.1.3. Tumordicke des Priméartumors

Die Tumordicke nach Breslow ist der wichtigste Parameter fur die Prognose
der Erkrankung und flief3t in die Stadieneinteilung mit ein (siehe Tabelle 4). Die
Messung erfolgt vertikal, von der oberen Grenze des Stratum granulosum oder
bei ulzerierten Tumoren von der Oberflache des Ulkus, bis zu den am tiefsten

gelegen Tumorzellen.

Tabelle 4: Tumordicke des Primartumor(T) nach Breslow

T Primartumor
T1 Tumordicke < 0,75 mm
T2 Tumordicke 0,76-1,5 mm
T3 Tumordicke 1,51-4,0 mm
T4 Tumordicke >4,0 mm
Satelliten-Metastasen innerhalb von 2cm vom Primar-
Ta tumor
b In-transit-Metastasen vor der regionaren

Lymphknotenstation

2.1.4. Stadieneinteilung und TNM-Klassifikation

International hat sich zur Tumorklassifikation das TNM-System bewéhrt. Es
beinhaltet die Ausbreitung des Primartumors (T), den Befall von Lymphknoten

(N) sowie das Auftreten von Fernmetastasen (M).

2.1.4.1. TNM-Klassifikation

Die von der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) 1979 verdffentlich-
te Klassifikation orientierte sich eng an anatomischen Gesichtspunkten der Tu-
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morausbreitung. Da diese Klassifikation hinsichtlich einer Aussage Uber die
Prognose unzureichend war, schlug die UICC 1987 und unverandert 1997 die
in Tabelle 5 dargestellte Einteilung vor. Inzwischen besteht eine vom American
Joint Committee on Cancer (AJCC) 2001 weiterentwickelte TNM-Klassifikation,
die in den T-Stadien noch Ulzerationen der Primartumore erfasst, in den N-
Stadien in Mikro- und Makrometastasierung aufschliisselt und in den M-Stadien
die viszerale Metastasierung weiter unterteilt. In der vorliegenden Arbeit wurde
jedoch die bis dahin gultige UICC-Einteilung verwendet, da im Nachhinein eine
Ubertragung aus den Krankenakten auf die neue Klassifikation nicht mdglich

war.
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Tabelle 5: TNM-Klassifikation der UICC von 1987 und 1997

T Primartumor

T1 Tumordicke < 0,75 mm

T2 Tumordicke 0,76-1,5 mm

T3a Tumordicke 1,51-3,0 mm

T3b Tumordicke 3,01-4,0 mm

T4a Tumordicke >4,0 mm

T4b Satellitenmetastasen innerhalb 2cm vom Primartumor

N regiondre Lymphknotenmetastasierung

NO keine regionare Lymphknotenmetastasierung

N1 regiondre Lymphknoten (LK)-Metastase(n) <3,0 cm

N2 regionare Lymphknoten-Metastase(n) >3,0 cm
und/oder In-transit-Metastase(n)

N2a regiondre Lymphknotenmetastase(n) >3cm

N2b In-transit-Metastase(n)

N2C regiondre Lymphknotenmetastase(n) >3cm und In-
transit-Metastase(n)

M Fernmetastasierung

MO keine Fernmetastasierung

Mla Fernmetastasen von Haut, Subkutis oder nicht-

M1b

regiondren Lymphknoten

viszerale Fernmetastasen
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2.1.4.2. Stadieneinteilung der American Joint Committee on Cancer(AJCC)

Von der UICC wurde anhand dieser TNM-Klassifikation das Krankheitsge-
schehen in vier Stadien eingeteilt. In der vorliegenden Studie wurde jedoch we-
gen der Mdglichkeit der differenzierteren Betrachtung die weiterentwickelte fol-
gende Einteilung des AJCC verwendet.

Generell werden Patienten in diesem System nicht mehr zuriickgestuft. Auch
bei teilweiser oder kompletter Remission der Erkrankung bleibt der Patient in-

folgedessen in dem Stadium, in das er vor der Remission eingestuft wurde.

Tabelle 6: Stadieneinteilung nach der AJCC und Studienklassifikation

Stadium Prim&rtumor Lymphllfgltl)tenbe- Fernmetastasen
la pT1l NO MO
Ib pT2 NO MO
lla pT3 NO MO
lIb pT4 NO MO
llla pTa, pTb NO MO
b jedes pT N1, N2 MO
A\ jedes pT jedes N M1
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2.1.4.3. Metastasierungsgruppen

In der hier vorliegenden Studie wurden anhand des Metastasierungsmusters
die in Tabelle 7 abgebildeten vier Metastasengruppen gebildet. Da in der Sta-
dieneinteilung der AJCC, wie bereits im vorigen Abschnitt beschrieben, Remis-
sionen nicht bericksichtigt werden, war eine weitere Codierung des Krankheits-
verlaufs notwendig. Befand sich beispielsweise ein Patient mit AJCC-Stadium
IV nach chirurgischer und/oder Chemotherapie in Vollremission, wurde er in der
Einteilung nach der Metastasierung als metastasenfrei, also in Metastasen-
gruppe 1 gefuhrt und nicht mehr im Stadium IV. Auf diese Weise konnte die
aktuelle Krankheitssituation der Patienten genauer abgebildet und das Ergebnis

der Protein-S100-Messung danach beurteilt werden.

Tabelle 7: Codierung der Metastasierung

Codeziffer der Metastasengruppe Metastasierung

1 keine Metastasen

regiondre Lymphknoten-

2
Metastasen
Fernmetastasen in der Haut
3 und/oder nicht regionarem Lymph-

knoten

4 viszerale Fernmetastasen
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2.1.5. Reagenzien

2.1.5.1. Reagenzien des Elecsys®S100-Immunoassay

biotinilierter monoklonaler anti-S100-Antikorper
(Maus)

monoklonaler Ruthenium-Komplex-gekoppelter
Antikérper (Maus)

Assay Cup
Assay Tip

CalSet
Kalibrationsset

CleanCell

Control(1+2)

Mikropartikel, streptavidin-umhullt
PreciControl

ProCell

RackPack

SysWash

Alle hier aufgeflhrten Reagenzien stammen
von:

Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany
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2.1.5.2. Reagenzien des Sangtec®100-Immunoassays

Anti-S-100B-Antikorper-beschichtete Réhrchen
beschichtet mit monoklonalem anti-S-100B-
Mausantikorper

Anti-S-100B-Tracerkonjugat, lumineszenzmar-
kiert, monoklonal (Maus)

Katalysator-Stammldsung

Kontrollen, hoch und niedrig

Lichttest-Reagenz

Natronlauge

Peroxid-Tabletten
zur Herstellung der alkalischen
Peroxid-Losung

Waschldsung

Alle hier aufgeflihrten Reagenzien stammen
von:

Byk-Sangtec Diagnostica

Dietzenbach, Germany

(inzwischen Teil der DiaSorin Diagnostik Grup-
pe, Dietzenbach, Germany)
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2.1.6. Gerate

Fur die Aufbereitung der Blutproben fir beide Testverfahren wurden folgende

Gerate und Materialien verwendet:

Kryotubes Greiner Labortechnik,

Frickenhaussen, Germany
Mikropipetten Eppendorf

Wesseling-Berzdorf, Germany

Mikropipettenspitzen Eppendorf

PCR-Tubes Biozym Scientific,
Oldendorf, Germany
Zentrifuge Hettich, Vertrieb Karl Kolb KG,

Dreieich, Germany

2.1.6.1. Gerate fur den Elecsys®S100-Immunoassay

Elecsys® 2010 Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany

2.1.6.2. Gerate fur den Sangtec®100-Immunoassay

LIA-mat® System 300 Byk-Sangtec Diagnostica

Dietzenbach, Germany
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2.2. Methoden
2.2.1. Dokumentation der Daten

Die Dokumentation der Patientendaten wurde nach dem im Anhang angeflg-
ten Muster durchgefiihrt. Die Datenbank wurde nach den in Tabelle 8 aufge-

fuhrten Gesichtspunkten strukturiert.

Tabelle 8: Strukturierung der gesammelten Daten

Spaltenkennzeichnung

Spalteninhalt

Pat. Nr.
Snr

Lfd. Nr.

Name
Geschlecht
Geb.dat.
Datum BE

Stadium

S100 (ug/l) Sang.
S100 (ug/l) Elec.
Typ
D

OP-Monat

Lokal.

Met.-Gr.

Patientennummer, fir diese Studie zugeteilt
Serumnummer (Snr) der Probe

laufende Nummer (Lfd. Nr.) des Patienten im

Melanom-Zentralregister

Name des Patienten

Patientengeschlecht: 1=mannlich, 2=weiblich
Geburtsdatum (Geb.dat.) des Patienten
Datum der Blutabnahme (BE)

Tumorstadium des Patienten zum Zeitpunkt

der Blutabnahme

S100 (in pg/l), gemessen mit Sangtec®100
S100 (in pg/l), gemessen mit Elecsys®S100
histologischer Typ des Melanoms
Tumordicke (TD) in mm

Operationsmonat: Monat der Exzision des Pri-

martumors
Lokalisation (Lokal.) des Primartumors

Metastasierungsgruppe (Met.-Gr.)
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2.2.2. Probenvorbereitung

Nach der Abnahme werden die Blutproben 5 min bei 4000 Umdrehun-
gen/Minute bei Zimmertemperatur zentrifugiert. Das Serum wird abpipettiert
und, falls es in der Routine in der nachsten 4 Wochen verarbeitet wird, bei -
20°C in Kryotubes eingefroren. Werden die Proben, wie in der vorliegenden
Untersuchung beim Elecsys®S100, erst spater verwendet, werden sie in 250l
PCR-Tubes aliquotiert und bei -80C eingefroren. Das Auftauen der Proben
geschieht in beiden Fallen bei Zimmertemperatur. Nach dem vortexen werden
die aufgetauten Seren in die zu dem jeweiligen Test gehorigen Tubes umpipet-

tiert.

2.2.3. Bestimmung des S100 mit dem Elecsys®S100

Das Testprinzip des Immunoassays Elecsys®S100 beruht auf einem Sand-
wich-Verfahren. Das im Folgenden beschriebene Testprinzip ist in Abbildung 1

illustriert.

Zuerst werden 20ul der Serum-Probe, ein biotinilierter monoklonaler S100-
spezifischer Antikdrper und ein, an einen Ruthenium-Komplex gekoppelter,
S100-spezifischer Antikodrper, inkubiert. Die beiden Antikérper binden an das in
der Serum-Probe vorhandene S100-Protein und bilden so den Sandwich-
Komplex. Im nachsten Inkubationsschritt werden Streptavidin-umhullte Mikro-
partikel dazugegeben. Diese werden durch Interaktion von Biotin und Streptavi-
din an den Sandwich-Komplex gebunden. Das Reaktionsgemisch wird nun in
die Messzelle gesaugt. Dort binden die Mikropartikel magnetisch an die Ober-
flache einer Elektrode. Ungebundene Substanzen werden nun durch Waschen
mit ProCell-L6sung entfernt. Das Anlegen von Spannung an der Elektrode fuhrt
dann zu chemoluminiszenten Emissionen, die durch einen Photomultiplier ge-
messen werden. Das Ergebnis wird mittels Abgleich an einer fur das Geréat spe-
zifischen Kalibrationskurve bestimmt. Der Hersteller geht von einer Messbreite

von 0,002 pg/l bis 39 pg/l aus. Ein vom Hersteller empfohlener cut-off-Wert e-
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xistiert bisher noch nicht. Fur die vorliegende Arbeit wurde daher vorlaufig der
vom Hersteller des Sangtec®100-Immunoassays vorgeschlagene cut-off-Wert

von 0,12 ug/l tbernommen.

Anti-S100-AKLBI

9 min 9
> & *@ —_— m——D> N etektion
SA-
Ru Mikro- Ru
partikel

Anti-S100-AKLRu

Abbildung 1: Reaktionsprinzip des Elecsys®S100-Testverfahrens; Anti-S100-
AK~Bi: biotinilierter monoklonaler S100-spezifischer Antikérper; Anti-S100-
AK~Ru: S100-spezifischer Antikérper, Ruthenium-Komplex gekoppelt; Ru: Ru-
thenium; SA-Mikropartikel: Streptavidin-umhllte Mikropartikel

2.2.4. Untersuchung der Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit wurde in einer eigenen eintagigen Versuchsreihe er-
mittelt. Dazu wurden aus den 944 Seren der Studie zuféllig 103 Seren heraus-
gegriffen. Diese 103 Seren wurden dreimal in aufeinander folgenden Testreihen
gemessen, wobei wichtig war, dass die 103 Seren komplett durchgemessen
wurden und vor jeder Testreihe eine Kalibration des Elecsys® 2010 stattfand.
Um die Reproduzierbarkeit auch bei einem Chargenwechsel zu untersuchen,

wurde bei jeder Testreihe eine andere Charge der Messlésung verwendet.
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2.2.5. Bestimmung des S100 mit dem LIA-mat®Sangtec®100

AulRer dem LIA-mat®-Immunoassay sind noch weitere, altere Verfahren im
klinischen Einsatz. Verbreitet sind vor allem ein weiterer luminometrischer As-
say, der LIASON® und das IRMA®-Testverfahren, mit radioaktiv markierten
Antikdrpern. Aufgrund der hdochsten Sensitivitat hat sich in der klinischen Routi-

ne inzwischen der LIA-mat®-Assay durchgesetzt.

Der LIA-mat®Sangtec®100 arbeitet, ahnlich dem Elecsys®S100, auch mit
dem Sandwich-Prinzip. Der Test wird durch die Antikbrper SMST 12, SMSK 25
und SMSK 28 definiert, welche nur an die B-Untereinheit des S100 binden. Das
in der Probe vorhandene S100 bindet im ersten Schritt an einen an der Rohr-
chenwand immobilisierten Antikorper. Uberschiissiges Material wird durch Wa-
schen entfernt. Im Anschluss folgt die zweite Inkubation, wo nach Zugabe des
anti-S100B-Tracerkonjugats, der Tracerantikdrper mit dem bereits gebundenen
S100 reagiert. Der entstandene Komplex wird als Tracer-S100-Komplex be-
zeichnet. Das anti-S100-Tracerkonjugat besteht aus dem Antikérper und einem
kovalent gebundenen Isoluminolderivat. Der Uberschuss an Tracerantikorper
wird mittels Waschen entfernt. Nach der automatischen Injektion von alkalischer
Peroxidldsung und Katalysatorlésung wird das Isoluminol oxidiert. Bei dieser
Oxidation kommt es zur Emission von Photonen. Diese lichterzeugende Reakti-
on Klingt innerhalb von nur 20s wieder ab und wird deshalb bereits in dem im
LIA-mat®System 300 integrierten Luminometer gestartet. Das entstehende
Lichtsignal wird mit einem Photomultiplier gemessen und ist direkt proportional
zur Menge an Protein S100 in der Probe. Laut Hersteller kbnnen Konzentratio-
nen von 0,2ug/l bis 20ug/l gemessen werden. Werte oberhalb 20ug/l kdnnen
nur in einer Nachmessung mit verdiinntem S100-Diluent ermittelt werden. Fur
die Studie wurde der vom Hersteller empfohlene cut-off-Wert von 0,12ug/l ver-

wendet.
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2.2.6. Statistische Verfahren

Fur die statistische Auswertung der Daten wurden die Programme Excel,
CutNROC, SPSS und SAS 8.2 (Statistical Analysis Systems) verwendet. Die
weitgehend deskriptive Statistik, wie z. B. die Ermittlung der N-Zahlen, wurde

mit dem Programm SAS durchgefihrt.

Die receiver-operating-characteristic-Kurven (ROC-Kurven) und die darauf
basierende Berechnung von Sensitivitdten und Spezifitaten ermittelte das Pro-
gramm CutNROC. ROC-Kurven sind eine graphische Darstellung aller mogli-
cher Wertepaare Sensitivitat und 1-Spezifitdt in Abh&ngigkeit des jeweils
zugrunde gelegten cut-off-Wertes. Im Idealfall liegt die ROC-Kurve auf der lin-

ken und oberen Begrenzungsseite des umschlielRenden Quadrats.

Fur die Berechnung der Reproduzierbarkeit des Elecsys®S100 wurden die
Regressionsgeraden und der Korrelationskoeffizient nach der Methode von
Passing&Bablok ermittelt. Bei dieser Methode werden Extrema weniger stark
gewichtet als bei den klassischen Berechnungsmodellen, d. h. einzelne Extre-
ma haben weniger Einfluss auf die Berechnung der Regressionsgeraden und
der Korrelation. Ein wichtiger Vorteil der Passing/Bablok-Methode betrifft die
Behaftung mit Fehlern. Bei der klassischen Berechnung wird davon ausgegan-
gen, dass die eine Methode fehlerfrei ist und die andere mit Fehlern behaftet
sein darf. Bei der Passing/Bablok durfen beide Methoden mit Fehlern behaftet

sein.

Um die Ergebnisse der beiden Testverfahren Elecsys®S100 und Sang-
tec®100 maoglichst gut vergleichen zu kénnen, wurde neben den deskriptiven
Standardparametern wie arithmetischer Mittelwert, Median, Perzentilen und
Quartile auch der Schiefekoeffizient bestimmt. Er gibt an, ob eine Haufigkeits-
verteilung von einer symmetrischen Verteilung (Normalverteilung) abweicht. Der
Schiefekoeffizient ist null bei einer Normalverteilung, gréf3er null bei einem Hau-
figkeitsgipfel, der unter dem arithmetischen Mittelwert liegt und kleiner null wenn
der Haufigkeitsgipfel tber dem arithmetischen Mittelwert liegt. Bei einer Schiefe
> 0 spricht man von einer linkssteilen, bzw. rechtsschiefen Verteilung, bei einer

Schiefe < 0 von einer rechtssteilen, bzw. linksschiefen Verteilung.
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Die Boxplots mit Whiskers wurden mit dem Programm SPSS erstellt. Die un-
tere Begrenzung der grauen Box wird durch die untere Quartile, die obere Be-
grenzung durch die obere Quartile gebildet. Die Linie zwischen den Quartilen-
begrenzungen reprasentiert den Median. Die von den grauen Boxplots ent-
springenden senkrechten Linien enden in waagrechten Linien, den sogenann-
ten oberen und unteren Whiskers. Wenn oberhalb des oberen Whiskers noch
Ausreil3er bestehen, wird der obere Whisker durch den Wert obere Quarti-
le+1,5*Interquartilenabstand (IQA) berechnet, dementsprechend der untere
Whisker durch die untere Quartile-1,5*IQA. Gibt es keine Ausreil3er, bilden die
Whiskers jeweils den niedrigsten oder hdochsten Wert des Datensatzes ab.



31 Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Deskription des Patientenkollektivs
3.1.1. Geschlechterverteilung und Altersaufbau bei Diagnosestellung

In der Studie wurden 944 Seren von 449 Patienten untersucht. Der Abnah-
mezeitraum erstreckte sich vom 29.09.1997 bis 17.11.1999. Die Anzahl der Ab-
nahmen pro Patient zeigt Tabelle 1 unter 2.1.1. Bei Diagnosestellung war der
jungste Patient 13 Jahre, der alteste 90 Jahre alt. Der Altersdurchschnitt betrug
56,2 Jahre.

Die in Tabelle 9 aufgefiihrte Geschlechterverteilung zeigt ein leichtes Uber-

wiegen des weiblichen Geschlechts unter den Patienten.

Tabelle 9: Verteilung der Geschlechter in der Studienpopulation

Geschlecht Anzahl Haufigkeit (in %)
mannlich (m) 209 46,4
weiblich (w) 240 53,6
3.2. Typ und Lokalisation des Primartumors
3.2.1. Lokalisation des Prim&rtumors

Tabelle 10 zeigt die Lokalisation des Primartumors bei Diagnose. Am h&u-
figsten waren demnach die Lokalisationen Bein (23,64%) und Rucken (22,46).

Bei 25 Patienten fehlte die Angabe der Lokalisation.
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3.2.2.

Tabelle 10: Lokalisation des Primartumors in der Studienpopu-

lation; unter Sonstige werden Melanome der inneren Haute

subsumiert z. B. der Meningen, Schleimhaute oder Aderhaut

Lokalisation Anzahl Anzahl (in %)
Bein 100 22,7
Rucken 95 21,6
Sonstige 61 13,6
Arm 47 10,5
Fuld 40 8,9
Kopf/Hals 38 8,5
fehlende Angabe 25 5,6
Brust 23 5,1
Bauch 13 2,9
Hand 6 1,3

Typ des Primartumors

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 beschrieben, werden die malignen Melanome kli-

nisch und histologisch in verschiedene Typen eingeteilt. In Tabelle 11 sind die

Haufigkeiten dieser einzelnen Melanomtypen in der vorliegenden Arbeit aufge-
listet. Das SSM mit 51,36% und das NM mit 26,94% sind die Melanomtypen mit
dem haufigsten Auftreten innerhalb der Studienpopulation. Bei 52 Patienten

fehlten die Angaben Uber den histologischen Typus des Primartumors.
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Tabelle 11: Klinisch und histologischer Typus des Primartumors

Typ ﬁeschlecht W Total Total (in %)
SSM 104 121 225 50,1
NM 56 62 118 26,3
ALM 13 14 27 6,0
LMM 9 6 15 3,3
Sonderformen 4 8 12 2,7
unbekannt 24 28 52 11,6
Total 210 239 449

3.3. Stadienverteilungen der Patienten und deren Blutabnahmen

3.3.1. Stadienverteilung der Blutabnahmen

Zum Zeitpunkt der Blutabnahmen befanden sich die Patienten in den in Ta-
belle 12 aufgeflhrten Tumorstadien. Die Einteilungskriterien in diese Tumorsta-

dien sind in Kapitel 2.1.4.2 beschrieben.

Die Stadien mit der grof3ten Haufigkeit — lla, 1llb und IV — umfassen 564 der
944 Proben. Die restlichen Stadien besitzen anndhernd &hnliche Probenzahlen,
die zwischen 74 und 105 liegen.
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Tabelle 12: Tumorstadienverteilung der Blutabnahmen

Stadium Anzahl Haufigkeit (in %)
la 98 10,4
Ib 105 111
lla 189 20,0
llb 103 10,9
lla 74 7,8
b 224 23,7
v 151 16,0
Total 944

In Abbildung 2 ist die Verteilung der Blutabnahmen auf die Tumorstadien gra-

phisch dargestellt.

Abbildung 2: Tumorstadienverteilung der Blutabnahmen
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3.3.2. Verteilung der Proben auf die Metastasengruppen

Die Verteilung der Proben auf die in Kapitel 2.1.4.4 beschriebenen Metasta-
sengruppen ist in Tabelle 13 dargestellt. Die weitaus grof3te Gruppe bildet die
tumorfreie Metastasengruppe 1 mit 821 Proben (86,97%). Die Gruppen 2 (regi-
onadre Lymphknotenmetastasen) und 3 (Fernmetastasen in Haut/Lymphknoten)
sind mit 32 (3,39 %) bzw. 21 (2,2%) Proben schwécher vertreten. Die Gruppe 4

(viszerale Fernmetastasen) besitzt mit 70 Proben einen Anteil von 7,42%.

Tabelle 13: Verteilung der Patientenproben auf die Metastasengruppen

Metastasengruppe Anzahl Anzahl (in %)
keine Metastasen 821 86,97
regiondre LK-Metastasen 32 3,39
Fernmetastasen in Haut/LK 21 2,2
viszerale Fernmetastasen 70 7,42

In Abbildung 3 wird durch die graphische Darstellung die Dominanz der me-

tastasenfreien Probengruppe 1 nochmals deutlich.

900
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Metastasengruppe

Abbildung 3: Verteilung der Patientenproben auf die
Metastasengruppen; Met.-Gr. 1. metastasenfrei; Met.-
Gr. 2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr. 3: Fernmetas-
tasen in Haut/LK; Met.-Gr. 4: viszerale Metastasen
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3.4. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen in den Tumorsta-
dien und Metastasengruppen

3.4.1. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen in den einzelnen
Tumorstadien

3.4.1.1. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmugen des Elecsys®S100

Tabelle 14 zeigt, aufgeschlisselt nach den Tumorstadien, die wichtigsten
deskriptiven Daten der Messungen des Elecsys®S100. Betrachtet man die Er-
gebnisse stadienunabh&ngig, zeigt sich eine Spannbreite der Werte von 0 pg/l
bis 5,01 ug/l. Der Schiefekoeffizient mit einem Wert von 14,43 belegt, dass der
Haufigkeitsgipfel der gemessenen Daten unter dem arithmetischen Mittelwert
von 0,077 pg/l liegt und daher eine rechtsschiefe Verteilung existiert. In den
einzelnen Stadien liegen die Schiefekoeffizienten zwischen 2,49 und 11,29, sie
sind also durchweg positiv, wodurch in allen Stadien eine rechtsschiefe Vertei-
lung besteht. Die Ursache dafir liegt zum grofRen Teil in stark positiven Ausrei-

Bern, die das arithmetische Mittel vom Median divergieren lassen.
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Tabelle 14: Werteverteilung des Protein S100 beim Elecsys®S100-Test in den
Tumorstadien; arith. Mittel: arithmetischer Mittelwert; Perz.: Perzentile; Schf.:
Schiefekoeffizient; Angabe der Werte in ug/l

. . .. untere obere
. An- | Maxi- | arith. Mini- 10. Me- 90.
Slac zahl | mum | Mittel mum Perz. anr- dian QL.jar' Perz. SO
tile tile

la 98| 5,010/ 0,098| 0,011| 0,022| 0,031| 0,046| 0,059| 0,085 9,71
Ib 105| 0,302| 0,046| 0,003| 0,016| 0,027| 0,038| 0,055| 0,068 3,98
lla 189| 0,254| 0,053| 0,007| 0,020| 0,028| 0,041| 0,061| 0,093 2,49
Ib 103| 0,240( 0,049| 0,000| 0,022| 0,033| 0,048| 0,062| 0,076 3,05
Ila 74| 1,150| 0,083| 0,014| 0,029| 0,037| 0,048| 0,063| 0,096 5,31
Ilb 224| 2,520| 0,069| 0,004| 0,017| 0,026| 0,043| 0,058| 0,088| 11,29
v 151| 2,980| 0,144| 0,000| 0,027| 0,035| 0,057| 0,110| 0,265 6,75
alle

Stadien 944 5,010| 0,077| 0,000| 0,020| 0,030| 0,045| 0,063| 0,104| 14,41

Im Stadium la féallt die groRe Spannweite (Spannweite=Maximum-Minimum)
von 4,999 g/l auf. Wie in den Boxplots (Abb. 4 und 5) ersichtlich, ist dafir ein
Ausreil3er verantwortlich, der auch den Maximalwert aller Stadien mit 5,010 ug/Il
bildet. Der arithmetische Mittelwert des Stadiums la von 0,098 ug/l ist vergli-
chen mit denen der restlichen Stadien hoch und wird nur noch durch den des
Stadiums IV Ubertroffen. Wie auch in den Boxplots gut zu erkennen, zeigen sich
die ersten 4 Stadien als insgesamt sehr homogen verteilt, wohingegen die Sta-
dien llla, lllb und IV starker durch Ausreil3er beeinflusst sind. Wahrend die Sta-
dien la-lllb in den oberen Quartilen und den 90. Perzentilen nur geringe
Schwankungen zeigen, besteht jeweils eine deutliche Erhéhung dieser Parame-
ter vom Stadium Illb zum Stadium IV. Da im Stadium IV bereits eine Fernme-
tastasierung, z.B. in innere Organe besteht, ist hier eine Haufung von héheren
S100-Werten zu erwarten gewesen. Auch das arithmetische Mittel ist im Stadi-

um IV am grof3ten, jedoch ist aufgrund der hier bestehenden symmetrischeren
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Verteilung der Werte, die Differenz zwischen dem Median des Stadiums IV und
dem der anderen Stadien gering.
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Abbildung 4: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen des Elecsys®S100
in den Tumorstadien la-1V

Um die Anschaulichkeit zu erhéhen, zeigt Abb. 5 die Boxplots aus Abb. 4 nur
mit den Werten bis 0,661pg/l, der 99. Perzentile der Protein-S100-
Bestimmungen. Dadurch werden die starken Ausreil3er ausgeschlossen und
der Fokus auf den niedrigen Wertbereich gerichtet, in welchem eine starke Wer-
tekonzentration besteht. Auf diese Weise lasst sich der kleine IQA der Stadien
la-lllb, also der Wertbereich zwischen der oberen und unteren Quartile in dem

50% der Werte liegen, gut erkennen.
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Abbildung 5: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen <0,661ug/l des E-
lecsys®S100 in den Tumorstadien la-1V; N: Anzahl

3.4.1.2. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen des Sangtec®100
in den Tumorstadien und Vergleich mit dem Elecsys®S100

Die wichtigsten deskriptiven Ergebnisse der Protein-S100-Bestimmungen
des Sangtec®100 zeigt die Tabelle 15. Die Spannbreite der Werte aller Stadien
reicht von O pg/l bis 9,87 ug/l. Mit dem Schiefekoeffizienten von 14,57 ist die
Haufigkeitsverteilung der des Elecsys®S100 sehr ahnlich, und weist auch hier
auf einen Haufigkeitsgipfel unter dem stadienunabhéngigen arithmetischen Mit-

telwert des Sangtec®100 von 0,1 ug/l hin.
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Tabelle 15: Werteverteilung des Protein S100 beim Sangtec®100-Test in den
Tumorstadien; arith. Mittel: arithmetischer Mittelwert; Perz.. Perzentile; Angabe
der Werte in ug/l; Schf.: Schiefekoeffizient

. . .. untere obere
. An- Maxi- | arith. Mini- 10. Me- 90.
Slac zahl mum | Mittel mum Perz. anr- dian anr- Perz. SO
tile tile
la 98| 0,840| 0,054| 0,000| 0,000 0,010| 0,030| O0,070| 0,111 6,21
Ib 105| 0,170| 0,030| 0,000| 0,000| 0,000| 0,020| 0,040| 0,074 2,09
lla 189| 0,270| 0,041| 0,000| 0,000| 0,000| 0,020| 0,060| 0,115 1,89
Ib 103| 0,220| 0,044| 0,000| 0,000| 0,010| 0,030| 0,070| 0,096 1,77
Ila 74| 1,760| 0,105| 0,000| 0,000 0,010| 0,030| 0,063| 0,145 4,52
Ilb 224| 5,360| 0,100 0,000| 0,000 0,000| 0,020| 0,060| 0,120 9,73
v 151| 9,870| 0,289| 0,000| 0,000 0,020| 0,050| 0,160| 0,714 7,76
alle
Stadien 944| 9,870| 0,100| 0,000| 0,000| 0,010, 0,030| 0,068 0,130| 14,57

Mit diesen 0,1 pg/l liegt der Sangtec®100-Durchschnittswert um 30% hoéher
als der Durchschnitt des Elecsys®S100 von 0,077 ug/l. Dies gilt aber nicht ge-
nerell fur alle Stadien. In den Stadien la-llb liegt der Elecsys®S100 sogar um
81%, 53%, 29% bzw. 11% hoher als der Sangtec®100. Das Ausmalf} der Erho-
hung nimmt aber von Stadium la-1lb kontinuierlich ab, bis es im Stadium llla
zum Umschlag kommt und nun der Sangtec®100 um 27% hdher liegt. Dieser
Trend setzt sich, noch verstarkt, in den Stadien Illb und IV fort, wo der Sang-
tec®100 dann 45% bzw. 101% hoher als der Elecsys®S100 liegt.

Die 10. Perzentile aller Stadien, sowie die unteren Quartilen der Stadien Ib,
[la und IlIb liegen beim Sangtec®100 bei 0,00 ug/l. Da auch die unteren Quarti-
len der restlichen Stadien la, IIb und llla mit 0,01 pg/l und Stadium IV mit
0,02relativ niedrig liegen, charakterisieren diese Umstande insgesamt eine Bal-
lung der Testergebnisse im niedrigen Wertebereich. Tatsachlich ergab der
Sangtec®100-Test bei 228 der 944 Proben, das entspricht 24,2%, den Wert
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0,00 ug/l. Demgegenuber stehen nur 2 Proben, also 0,2% der Gesamtproben-
zahl, denen durch den Elecsys®S100 0,000 pg/l zugeordnet wurden.

Die Mediane des Sangtec®100 liegen in allen Stadien zwischen 12,3% im
Stadium IV und 53,5% im Stadium Illb unter den Medianen des Elecsys®S100.
Die oberen Quartilen beider Testverfahren differieren nicht mehr so stark: In
den Stadien Ib, lla und llIb, besitzt der Elecsys®S100 noch um 37,5%, 1,7%
bzw. 3,4% hoéhere obere Quartilen. Im Stadium llla sind sie identisch und in den
Stadien la, Ilb und IV ist der Sangtec®100 in seinen oberen Quartilen um
18,6%, 12,9% bzw. 45,5% hoher als der Elecsys®S100. Bei der 90. Perzentile
liegt der Sangtec®100 in allen Stadien hdher, am deutlichsten um 169,4% im
Stadium IV. Dies lasst sich durch die in der Abb. 6 gut zu erkennende, um 50%
hohere AusreiRerquote und das allgemein héher Ergebnisniveau des Sang-

tec®100 vor allem in diesem Stadium erklaren.
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Abbildung 6: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen des Sangtec®100 in
den Tumorstadien la-IV
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Ahnlich wie beim Elecsys®S100 befindet sich beim Sangtec®100 der GroR-
teil der gemessenen Werte im niedrigeren Bereich, deshalb werden die Ergeb-
nisse bis zur 99. Perzentile, die 1,47 ug/l betragt, nochmals gesondert in der
Abb. 7 dargestellt. Verglichen mit der Abb. 5 des Elecsys®S100-Testes, sind
auch beim Sangtec®100 die IQAs in den ersten 6 Stadien klein. Jedoch liegen
diese jeweiligen 50% der Werte auf einem niedrigeren Niveau als beim Elec-
sys®S100, so dass sich in den Stadien Ib, lla und Illb kein unterer Whisker bil-
den kann. Verantwortlich ist dafiir vor allem die hohe Anzahl der Messungen
von 0,00 ug/l Protein S100 des Sangtec®100.
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Abbildung 7: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen <1,47ug/l des
Sangtec®100 in den Tumorstadien la-1V; N: Anzahl
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3.4.2. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen in den einzelnen
Metastasengruppen

Um eine Aussage Uber die S100-Serumwerte beim metastasierten malignen
Melanom zu bekommen, wurden die Messergebnisse nach der Zugerhdrigkeit

zu den in Kapitel 2.1.4.3 beschriebenen Metastasengruppen aufgeschlisselt.

3.4.2.1. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen des Elecsys®S100
in den einzelnen Metastasengruppen

In Tabelle 16 sind die wichtigsten deskriptiven Parameter der Protein-S100-

Bestimmungen des Elecsys®S100 in den Metastasengruppen dargestellt.

Tabelle 16: Werteverteilung des Protein S100 beim Eelcsys®S100-Test in den
Metastasengruppen; Met.-Gr.: Metastasengruppe; Met.-Gr.1: metastasenfrei;
Met.-Gr.2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr.3: Fernmetastasen in Haut/LK;
Met.-Gr.4: viszerale Fernmetastasen; arith. Mittel: arithmetischer Mittelwert;
Perz.. Perzentile; Schf.: Schiefekoeffizient; Angabe der Werte in ug/l

untere obere

ercr | 205 | | e, im0 | Girh e | Guay | 0, | s
1 821| 5,010| 0,058 0,000| 0,020 0,030| 0,044| 0,060| 0,082| 24,92
2 32 2,52| 0,131| 0,008| 0,012| 0,033| 0,047| 0,068| 0,112 5,25
3 21| 0,511, 0,273 0,027| 0,027| 0,054| 0,116| 0,278| 0,441 0,98
4 70| 2,980| 0,238| 0,012 0,027| 0,032| 0,089| 0,237| 0,523 4,48

alle

Stadien 944| 5,010, 0,077| 0,000| 0,020 0,030| 0,045| 0,063| 0,104| 14,41

Bei Betrachtung der arithmetischen Mittelwerte zeigt sich bei aufsteigenden
Metastasengruppen, anders als in den Einteilungen nach Tumorstadien in den
Kapiteln 3.4.1.1 und 3.4.1.2, ein fortlaufender, relativ kontinuierlicher Anstieg.
Abweichend verhalten sich die Mediane, da sie in den Metastasenstadien 1
(metastasenfrei) und 2 (regiondre LK-Metastasen) anndhernd gleich grof3 sind,
dann von der Gruppe 2 auf 3 (Fernmetastasen in Haut/LK) um 147% steigen,

aber von der Gruppe 3 auf 4 (viszerale Fernmetastasierung) um 23% abfallen.
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Interessanterweise sind in der Metastasengruppe 3 nicht nur der Median, son-
dern auch die untere und obere Quartile gro3er als in der Metastasengruppe 4
(Abb. 8 und 9). Ursache ist teilweise das Fehlen von Ausreil3ern und die sym-
metrischere Verteilung der Ergebnisse in der 3. Gruppe. Erkennbar ist diese
Symmetrie unter anderem an der mit 0,484 g/l kleinsten Spannweite aller 4
Gruppen und am Schiefekoeffizient, der mit 0,98 zwar wie in allen Metastasen-
gruppen positiv, und damit auf eine rechtssteile Verteilung hinweisend ist, aber
dennoch deutlich unter dem der Gruppe 4 mit 4,48 liegt. Das im Vergleich zur 3.
Gruppe hohere arithmetische Mittel der Metastasengruppe 4 kommt vor allem

durch einige Ausreil3er zustande.

In der oberen Quartile und der 90. Perzentile unterscheiden sich jeweils die
Metastasengruppen 1 und 2 und die Gruppen 3 und 4 nur geringflgig. Aber bei
beiden Parametern gibt es zwischen der noch fernmetastasenfreien Gruppe 2
und der bereits fernmetastasierten Gruppe 3 einen Sprung von 309% bei der

oberen Quartile bzw. 294% bei der 90. Perzentile.
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Abbildung 8: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen in den Metasta-
sengruppen (Met.-Gr.) 1-4 des Elecsys®S100;

Met.-Gr.1: metastasenfrei; Met.-Gr.2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr.3:
Fernmetastasen. in Haut/LK; Met.-Gr.4: viszerale Fernmetastasen

Abb. 9 zeigt die Protein-S100-Werte nochmals im Boxplot bis zur 99. Perzen-
tile, beinhaltet also alle Werte unterhalb 0,661pug/l. In dieser Ausschnittsvergro-
Berung lassen sich besonders gut die Verhaltnisse im unteren Wertebereich
erkennen. Die mit 821 Proben gréf3te Gruppe 1 zeigt eine offensichtliche Kon-
zentration der Werte um 0,05 ug/l. So liegen allein 50% aller Werte der Gruppe
zwischen 0,03 pg/l und 0,06 pg/l und nur 10% befinden sich unter 0,02 ugl/l,
bzw. Uber 0,082 ug/l. Der stark positive Schiefekoeffizient von 24,92 bestatigt
die Erwartung einer ausgepragt rechtsschiefen Verteilung mit einem Haufig-

keitsgipfel unter dem arithmetischen Mittel von 0,058 pgl/l.



46 Ergebnisse

© ®
© e
0 | ® T
o
<
=)
2o 1 .
£o
~ -
d I
‘_| -
=)
[ ] | ]
I s e e s s
N= 82'3 3'1 1'4 7'6
1 2 3 4
Protein S100-Bestimmungen des Elecsys®S100 nach Met  astasengruppen

Abbildung 9: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen <0,661 g/l in den
Metastasengruppen(Met.-Gr.) 1-4 des Elecsys®S100; N: Anzahl;
Met.-Gr.1: metastasenfrei; Met.-Gr.2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr.3:
Fernmetastasen. in Haut/LK; Met.-Gr.4: viszerale Fernmetastasen

Ahnlich verhalt es sich In der Metastasengruppe 2, die mit 32 Proben we-
sentlich kleiner ist. Dort sind 50% der Bestimmungen zwischen 0,033 pg/l und
0,068 pgl/l, die Haufigkeitsverteilung ist mit einem Schiefekoeffizient von 5,25
ebenfalls rechtsschief. Der Interquartilenabstand (IQA), der sich aus der Sub-
traktion der oberen von der unteren Quartilen ergibt, ist dementsprechend fur
die Metastasengruppe 1 0,03 ug/l und die Gruppe 2 0,035 ug/l. Die Gruppen 3
und 4 besitzen verglichen damit wesentlich gré3ere IQAs von 0,224 pg/l und
0,205 ug/l, auch gut an den grof3eren Boxplots dieser Gruppen in Abb. 9 zu er-
kennen.
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3.4.2.2. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen des Sangtec®100
in den einzelnen Metastasengruppen und Vergleich mit dem Elec-
sys®S100

Fur den Sangtec®-Test sind die wichtigsten deskriptiven Parameter der Me-

tastasengruppen in der Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Werteverteilung des Protein S100 beim Sangtec®100-Test in den
Metastasengruppen; Met.-Gr.: Metastasengruppe; Met.-Gr.1: metastasenfrei;
Met.-Gr.2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr.3: Fernmetastasen in Haut/LK;
Met.-Gr.4: viszerale Fernmetastasen; arith. Mittel: arithmetischer Mittelwert;
Perz.. Perzentile; Schf.: Schiefekoeffizient; Angabe der Werte in ug/I

. . - untere .| obere

we-or | A | et | st | Mo | 10 Quate | e | Q| 2, | sont.
1 821| 2,800| 0,053| 0,000| 0,000 0,000, 0,020 0,060| 0,100| 11,01
2 32| 5,360 0,221| 0,000 0,000| 0,000 0,020| 0,090 0,138 5,25
3 21| 0,970| 0,299| 0,020| 0,020| 0,038 0,170| 0,490| 0,880 0,96
4 70| 9,870| 0,517| 0,000 0,000 0,030| 0,160| 0,518 1,034 5,58

alle

Stadien 944| 9,870| 0,100| 0,000| 0,000, 0,010| 0,030| 0,068| 0,130| 14,57

Wie bereits im Kapitel 3.4.1.2 fur die Tumorstadien la-lllb beschrieben, ord-
net der Sangtec®100 auch aufgeschlisselt nach den Metastasengruppen vie-
len Proben den Wert 0,00 pg/l zu. Dies betrifft vor allem die Metastasengruppen
1 und 2. In der Met.-Gruppe 1 sind es 210 der 821 Proben (25,6%) und in der
Met.-Gruppe 2 10 der 32 Proben (31,3%). In beiden Gruppen befinden sich
50% der Werte unterhalb 0,02 pg/l. Als Vergleich sind beim Elecsys® in der
Met.-Gruppe 1 nur 10% und der Met.-Gruppe 2 nur 16% der Werte unter 0,02
Mg/l. Ein Messergebnis von 0,00 pg/l wurde in der 1. Gruppe des Elecsys®S100
nur bei 2 Proben, also 0,2% und in der 2. Gruppe bei keiner Probe bestimmt.
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Abbildung 10: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen in den Metastasen-
gruppen(Met.-Gr.) 1-4 des Sangtec®100; Met.-Gr.1: metastasenfrei;
Met.-Gr.2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr.3: Fernmetastasen. in Haut/LK;
Met.-Gr.4: viszerale Fernmetastasen

In den Abbildungen 10 und 11, die die Ergebnisse fur den Sangtec®100 als
Boxplots darstellen, kann man gut erkennen, dass der Median, die obere Quar-
tile und der IQA von der fernmetastasenfreien Gruppe 2 zur fernmetastasierten
Gruppe 3 deutlich ansteigen. Der Median liegt sowohl in der Gruppe 3 mit 0,17
pg/l, als auch in der Gruppe 4 mit 0,16 pg/l bereits Uber dem cut-off-Wert. Wie
in der Einteilung nach Tumorstadien sind die Mediane der ersten beiden Met.-
Gruppen des Sangtec®100 niedriger als die des Elecsys®S100 und zwar um
54,5% bzw. 57,4%. Da in den Metastasengruppen 3 und 4 die Mediane des
Sangtec®100 jedoch um 46,6% bzw. 79,8% uber die des Elecsys®S100 an-

steigen, scheint er auf Metastasen tberschiel3ender zu reagieren.

Die Schiefekoeffizienten des Sangtec®100-Testes sind, aquivalent zum E-

lecsys®S100-Test, in allen Stadien positiv, es liegt also auch hier ein asymmet-
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risches Verteilungsmuster vor, wobei der H&aufigkeitsgipfel jeweils unter dem
arithmetischen Mittelwert liegt.
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Abbildung 11: Boxplots der Protein-S100-Bestimmungen <1,47 ug/l in den
Metastasengruppen(Met.-Gr.) 1-4 des Sangtec®100; N: Anzahl;

Met.-Gr.1: metastasenfrei; Met.-Gr.2: regionare LK-Metastasen; Met.-Gr.3:
Fernmetastasen. in Haut/LK; Met.-Gr.4: viszerale Fernmetastasen

3.5. Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit des Elecsys®-Testverfahrens zu ermitteln wurde
der in Kapitel 2.2.4 beschriebene Testaufbau verwendet. Mit den Ergebnissen
aus den drei, mit jeweils unterschiedlichen Chargen, durchgefihrten Messrei-
hen wurden nach dem Modell von Passing/Bablok die Regressionsgeraden er-
stellt und die Korrelationskoeffizienten berechnet. Die Ergebnisse von jeweils
zwei der drei Messreihen wurden miteinander verglichen und die Korrelation

berechnet. In den Abbildungen 12-14 sind die Analysen dargestellt.
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Abbildung 12: Passing/Bablok-Analysen(P/B-Analysen)
fur die Messreihen 1 und 2 mit jeweils unterschiedli-
chen Chargen zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit;
N=Anzahl, r=Korrelationskoeffizient
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Abbildung 13: Passing/Bablok-Analysen(P/B-Analysen)
fur die Messreihen 1 und 3 mit jeweils unterschiedli-
chen Chargen zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit;
N=Anzahl, r=Korrelationskoeffizient



51 Ergebnisse

0,30

P/B-Analyse
Steigung=0,960
0,25 - |Konstante=+0,003
N =101, r=0.998

0,20 +

0,15 +

0,10 +

S100 (ng/l), Messreihe 3, Elecsys

0,05 +

0,00 T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

S100 (pg/l), Messreihe 2, Elecsys

Abbildung 14:Passing/Bablok-Analysen(P/B-Analysen)
fur die Messreihen 2 und 3 mit jeweils unterschiedlichen
Chargen zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit;
N=Anzahl, r=Korrelationskoeffizient

Fir eine ideale Reproduzierbarkeit misste die Steigung der Regressionsge-
raden 1, die Konstante O und der Korrelationskoeffizient r 1 betragen. Wie in
den Grafiken ersichtlich, ergeben die Vergleiche der 3 Messreihen untereinan-
der Steigungen von 1,091 bzw. zweimal 0,960. Die Konstanten betragen -0,003
bzw. zweimal +0,003 und liegen damit nahe dem erwinschten Nullpunkt. Damit
Ubereinstimmend bestétigen die Korrelationskoeffizienten von 0,994 und zwei-
mal 0,998 die Annahme einer guten Reproduzierbarkeit des Elecsys®S100-

Testverfahrens.
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3.6. Spezifitat und Sensitivitat

Die Grundlage der Berechnungen der ROC-Kurven sind die Ergebnisse der
Metastasengruppenaufteilung. In den ROC-Kurven werden die Wertepaare von
Spezifitat und Sensitivitat fur alle moglichen cut-off-Werte innerhalb des Mess-
bereichs aufgetragen. Entlang der Abszisse werden die Werte 1-Spezifitdt an-
gezeigt, entlang der Ordinate die Sensitivitaten. Durch eine winkelhalbierende
Gerade durch den Nullpunkt wird das Schaubild in zwei Dreiecke unterteilt. Un-
terscheidet sich die Kurve von der Diagonalen und verlauft im oberen der bei-
den gebildeten Dreiecke des Schaubildes, weist der Test Trennscharfe auf. Je
groer der Abstand der ROC-Kurve von der Diagonalen desto grol3er ist die
Trennscharfe. Die Idealkurve mit 100% Trennschérfe verlauft demnach an der

rechten und oberen Begrenzung des Diagramms.

Ein Mal3 fir die Gute des Testes ist die so genannte area under the curve
(AUC), die Flache unterhalb der ROC-Kurve. Die AUC kann Werte zwischen
0,5 und 1 annehmen, je ndher der Wert an 1 liegt, desto besser ist die Testglte
und damit das Differenzierungsvermégen des Testes zwischen gesunden und

kranken Patienten.

Im Folgenden werden die ROC-Kurven der beiden Testverfahren Sang-
tec®100 und Elecsys®S100 und die Ergebnisse der Spezifitaten- und Sensitivi-

taten-Berechnung dargestellt.
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3.6.1.

schiedenen Metastasengruppen

ROC-Kurven der Ergebnisse des Sangtec®100-Testes in den ver-

In Abbildung 15 sind die ROC-Kurven fur den Sangtec®100-Test dargestellt.
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Abbildung 15: ROC-Kurven des Sangtec®100-Testes fur die
Metastasengruppen(Met.-Gruppen) 2-4

Die Kurve der Metastasierungsgruppe 2 liegt tiberwiegend auf der Diagona-

len des Diagramms. Dies deutet auf eine geringe Trennscharfe hin. Da die AUC

fur diese Metastasierungsgruppe, wie in Tabelle 18 ersichtlich, nur 0,56 betragt,

kann man von einer geringen Testgute fur diese Gruppe ausgehen.

Den gunstigsten Kurvenverlauf zeigt die ROC-Kurve der Metastasie-

rungsgruppe 3. Sie weicht am stéarksten von der Diagonalen ab und verlauft am

deutlichsten der dargestellten ROC-Kurven am linken und oberen Diagramm-

rand, das heif3t sich ndhert sich am deutlichsten dem idealen Kurvenverlauf an.
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Durch den beschrieben guten Kurvenverlauf ist die AUC mit 0,82 auch die
Hochste der ermittelten ROC-Kurven.

Fur die Metastasierungsgruppe 4 stellt sich die ROC-Kurve im Anfangsteil,
also bei hoher Spezifitat, vergleichbar der Kurve fur die Metastasierungsgruppe
3 dar, das heildt dass sie ebenfalls ahnlich steil ansteigt und bei steigender
Sensitivitét eine gute Spezifitat beibehalt. Bei einer Sensitivitdt von circa 50%
zeigt sich jedoch ein starker Knick der Kurve und sie verlauft anschlie3end fla-

cher, was einen raschen Abfall der Spezifitat in diesem Bereich zur Folge hat.

Tabelle 18: AUC-Werte in den Metastasen-
gruppen vom Elecsys®S100 und Sangtec®100

Kurve AUC
Metastasengruppe 2 Elecsys® 0,53
Metastasengruppe 3 Elecsys® 0,78
Metastasengruppe 4 Elecsys® 0,68
Metastasengruppe 2 Sangtec® 0,56
Metastasengruppe 3 Sangtec® 0,82
Metastasengruppe 4 Sangtec® 0,76
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3.6.2. ROC-Kurven der Ergebnisse des Elecsys®S100-Testes in den ver-
schiedenen Metastasengruppen

Die ROC-Kurven des Elecsys®S100-Testes bezogen auf die einzelnen Me-

tastasierungsgruppen zeigt die Abbildung 16.
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Abbildung 16: ROC-Kurven des Elecsys®S100-Testes fir die Metas-
tasengruppen(Met.-Gruppen) 2-4

Die Kurve der Metastasierungsgruppe 2 verlauft im Bereich hoherer Spezifi-
taten Uberwiegend auf der Diagonalen, im Bereich niedriger Spezifitdten ver-
lauft die Kurve leicht oberhalb von der Diagonalen. Insgesamt ist die Trenn-
scharfe dementsprechend niedrig. Die AUC von 0,53 befindet sich an der Un-
tergrenze der moglichen AUC-Werte (Untergrenze=0,5) und spricht daher fur
eine schwache Testgute in dieser Met.-Gruppe.

Die Kurve der Metastasengruppe 3 ist in ihrem Verlauf glnstiger. Sie zeigt

am Kurvenbeginn einen steilen Anstieg, welcher ab einer Spezifitdt von unge-
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fahr 90% stark abflacht. Die gute Diskriminierung von der Diagonalen wird auch
durch eine AUC von 0,78 bestéatigt.

Fur die Metastasengruppe 4 besteht ebenfalls bei hohen Spezifitdten ein
steiler Anstieg der Kurve, jedoch mit einem nachfolgenden raschen Abfall der
Steigung bei circa 92% Spezifitat. Bei niedrigen Spezifitaten besteht ein zweiter
Wendepunkt in der Kurve, dadurch zeigt sie hier nochmals eine Steigerung der
Steigung. Die relativ niedrige AUC von 0,68 resultiert teilweise aus dem be-

schriebenen, zu frihen ersten Steigungsabfall.

3.6.3. Vergleich der ROC-Kurven des Elecsys®S100-Testes und des Sang-
tec®100-Testes in den einzelnen Metastasengruppen

In diesem Kapitel sollen fir die entsprechenden Metastasengruppen die je-
weiligen ROC-Kurven der beiden Testverfahren miteinander verglichen werden.
3.6.3.1. Vergleich fur die Metastasengruppe 2

In Abbildung 17 wird der Vergleich der beiden Kurven der Metastasengruppe

2 dargestellt, in der sich Patienten im Stadium der regionaren Lymphknotenme-

tastasierung befinden.
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Abbildung 17: Vergleich der ROC-Kurven der beiden Testverfahren
fur die Metastasengruppe(Met.-Gruppe) 2

Im Anfangsteil zeigen beide Kurven einen ahnlichen Anstiegsverlauf, wobei
die Kurve des Elecsys® geringfugig steiler beginnt, dann jedoch starker abfallt
als die Kurve des Sangtec®. Die Elecsys®-Kurve verlauft bis zum Schnittpunkt
der beiden Kurven, bei einem Abszissenwert von circa 0,45, naher an der Dia-
gonalen als die Sangtec®-Kurve. Nach diesem Schnittpunkt diskriminiert sich
die Elecsys®-Kurve besser von der Diagonalen als die Sangtec®-Kurve, bis es
kurz vor dem Kurvenende, bei einem Abszissenwert von circa 0,9, zu einem

erneuten Schnittpunkt der Kurven kommt.

Beide Kurven verlaufen insgesamt zu nahe an der Diagonalen, es besteht
damit fir diese Metastasengruppe eine zu geringe Trennscharfe. Auch die
AUC-Werte von 0,53 fur den Elecsys® bzw. 0,56 fur den Sangtec®, sind fur
eine ausreichende Testgute zu niedrig. Eine Differenzierung zwischen normalen
und pathologischen Werten ist somit in der Metastasengruppe 2 mit beiden

Testverfahren nicht maoglich.
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3.6.3.2.  Vergleich fur die Metastasengruppe 3

In der Metastasengruppe 3 befinden sich Patienten mit Fernmetastasen in
der Haut oder Lymphknotenmetastasen in nicht-regiondaren Lymphknoten. Den
Vergleich der ROC-Kurven zeigt die Abbildung 18.
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Abbildung 18: Vergleich der ROC-Kurven der beiden Testverfah-
ren fur die Metastasengruppe(Met.-Gruppe) 3

Anders als in der Metastasengruppe 2 zeigen die Kurven der Gruppe 3 einen
deutlich naher an der Idealkurve liegenden Verlauf. Wahrend im Anfangsbe-
reich zwischen 0,08 und 0,22 der Abszisse der Elecsys®-Test eine bessere
Sensitivitat aufweist, gelingt dies zwischen 0,46 und 0,79 der Abszisse dem
Sangtec®-Test. Die AUC-Werte von 0,78 fur den Elecsys®, bzw. 0,82 fur den

Sangtec® weisen bei beiden Testverfahren auf eine gute Testgute hin.
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3.6.3.3.  Vergleich fur die Metastasengruppe 4

Fur die Metastasengruppe 4 ist der Vergleich der beiden Tests in der Abbil-
dung 19 wiedergegeben. Dieser Gruppe wurden Patienten mit viszeralen Fern-

metastasen zugerechnet.
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Abbildung 19: Vergleich der ROC-Kurven der beiden Testverfah-
ren fur die Metastasengruppe(Met.-Gruppe) 4

Beide Tests besitzen bis zu einer Sensitivitat von circa 40% sehr gute Spezi-
fitatswerte von Uber 96%. Danach verlaufen beide ROC-Kurven bis zu einem 1-
Spezifitatswert von 0,61 sehr ahnlich. Ab hier besteht allerdings eine deutliche
Diskrepanz, da der Sangtec® sein Steigungsverhalten verstarkt, wahrend die
Kurve des Elecsys® weiter abflacht und erst spéater wieder ansteigt. Dies fuhrt
zu einem Knick in der Elecsys®-Kurve, der ihre AUC kleiner als die des Sang-
tec® werden lasst. So ergibt sich fur den Elecsys® eine AUC von 0,68, im Ge-

gensatz zum Sangtec® mit 0,76. Die Differenz von 0,08 dieser AUC-Werte ist
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gro3tenteils in dem Flachenverlust durch die schwachere Steigung zwischen
den 1-Sensitivitatswerten von 0,61 bis 0,75 des Eleysys®-Testes begrindet.

3.6.4. Kombinierte ROC-Kurven fur die Metastasengruppen 2, 3 und 4 fur
beide Testverfahren

In Abbildung 20 wird fur alle Metastasengruppen, deren Patienten Metasta-
sen aufwiesen, also kombiniert fir die Gruppen 2, 3 und 4, anhand der ROC-
Kurven der Vergleich zwischen dem Sangtec®- und dem Elecsys®-Test gezo-

gen.
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Abbildung 20: Zusammenfassende ROC-Kurven von beiden
Testverfahren fir die Metastasengruppen 2,3, und 4

Bis zu einem Wert von 0,193 auf der x-Achse verlaufen beide Kurven ahn-
lich, dabei verlauft in der steilen Anstiegsphase die Kurve des Sangtec® gering-
fugig vorteilhafter. Ab 0,193 bis 0,745 auf der x-Achse hat jedoch der Sang-
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tec®-Test einen weiteren Abstand zur Diagonalen und damit den idealeren Kur-
venverlauf. Im darauf folgenden letzten Kurvenabschnitt zeigen beide Tests im
Verlauf wieder den annahernd gleichen Kurvenverlauf. Der Vorteil des Sang-
tec® im beschriebenen mittleren Kurventeil bedingt die etwas bessere Gesamt-
AUC von 0,72 gegentuber 0,66 des Elecsys® (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19: AUC-Werte der kombinierten
ROC-Kurven von beiden Testverfahren

Kurve AUC
Metastasengruppe 2, 3 +4 Elecsys® |0,66

Metastasengruppe 2, 3 + 4 Sangtec® | 0,72

3.7. Findung eines geeigneten cut-off-Wertes und Sensitivitat und Spezifi-
tat des Elecsys®-Immunoassays

Um einen geeigneten cut-off-Wert zu ermitteln, wurden fir verschiedene
maogliche cut-off-Werte Spezifitdét und Sensitivitdt errechnet. Das Ergebnis ist in
Tabelle 20 wiedergegeben.

Tabelle 20: Mégliche cut-off-Werte des Elec-
Ssys®S100 mit Sensitivitdten und Spezifitaten

cut-off-Wert Sensitivitat Spezifitat
(ug/)
0,07 0,48 0,83
0,08 0,45 0,89
0,09 0,43 0,93
0,10 0,41 0,94
0,11 0,36 0,95
0,12 0,34 0,96
0,13 0,33 0,97
0,14 0,32 0,97
0,15 0,31 0,97
0,16 0,28 0,97
0,17 0,27 0,98
0,18 0,27 0,98
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Die erste Spalte zeigt die mdglichen cut-off-Werte von 0,07 ug/l bis 0,18 ug/l.
Kleinere oder grofere cut-off-Werte als die des in Tabelle 19 dargestellten Wer-
tebereichs sind aufgrund viel zu niedriger Sensitivitat oder Spezifitdt als mogli-

che cut-off-Werte nicht relevant.

In den beiden Spalten Sensitivitdt und Spezifitat zeigt sich die bereits be-
schrieben gegenlaufige Beziehung: Je hdher der cut-off-Wert angesetzt wird,
desto niedriger wird die Sensitivitat bei steigender Spezifitat. Demnach wird in
Abhangigkeit von der Gewichtung dieser beiden Parameter der cut-off-Wert

festgelegt.

Fur den in der vorliegenden Arbeit verwendeten cut-off-Wert von 0,12 pg/l,
welcher in Anlehnung an den vom Hersteller des Sangtec®100 empfohlenen
cut-off-Wert gewahlt wurde, ergeben sich fir den Elecsys®S100 eine Sensitivi-
tat von 34% und eine Spezifitdt von 96%. Gegenuber dem Sangtec®100, der
bei seinem cut-off-Wert von 0,12 pg/l, eine Sensitivitdt von 44% und eine Spezi-
fitat von 92% aufweist, zeigt der Elecsys®S100 zwar eine um 4% hdhere Spezi-
fitat, allerdings bei einer um 10% niedrigeren Sensitivitat. Wird fur den Elec-
sys®S100 ein cut-off-Wert von 0,10 pg/l gewahlt, besteht bereits eine Sensitivi-
tat von 41% bei einer Spezifitat von 94%.
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4. Diskussion

Dem malignen Melanom wird aufgrund seiner Aggressivitat und der weltweit
steigenden Inzidenz eine besondere Aufmerksamkeit entgegengebracht. Da
eine Metastasierung die Prognose beziglich der Uberlebenszeit der Patienten
deutlich verschlechtert, ist eine frihzeitige Erkennung und Behandlung der Me-
tastasen von besonderer Relevanz [Garbe et al. 2003b]. Daher wird intensiv der
Einsatz von Tumormarkern untersucht, die hier eine entscheidende Hilfe dar-

stellen kbnnen.

Das Protein S100 als Tumormarker beim malignen Melanom war bereits Ge-
genstand zahlreicher Studien unterschiedlicher Fragestellungen. Ein gut evalu-
iertes Einsatzfeld des S100 ist das Therapiemonitoring. Es konnte gezeigt wer-
den, dass unter Chemotherapie sinkende S100-Werte ein Ansprechen auf die
Therapie bedeuten, wohingegen ein unverdnderter oder steigender S100-
Spiegel mit Therapieresistenz oder Krankheitsprogression assoziiert war
[Harpio & Einarsson 2004, Hamberg et al. 2003, Juergensen et al. 2001,
Deichmann et al. 2001, Hauschild et al. 1999a, Henze et al. 1997]. Bei Mela-
nompatienten im Stadium der Fernmetastasierung eignet sich die S100-
Serumkonzentration zur Einschatzung der Uberlebensprognose. Erhéhte S100-
Werte bedeuten, im Gegensatz zu normwertigen S100-Werten, eine einge-
schranktere Prognose bezuglich der Uberlebenszeit [Martenson et al. 2001,
Hauschild et al. 1999b, Schultz et al. 1998, Hansson et al. 1997]. Besondere
Bedeutung besitzt die S100-Messung aber im Bereich der Tumornachsorge von
Melanompatienten. Hier bietet sich das Protein S100 als Verlaufsparameter zur
Friherkennung einer Krankheitsprogression, im Sinne eines Melanomrezidives
bzw. einer Metastasierung, an [Banfalvi et al. 2003, Bottoni et al. 2003, Garbe
et al. 2003a, Jury et al. 2000, Schlagenhauff et al. 2000]. Aufgrund einer neue-
ren Untersuchung mit Fokus auf die Tumornachsorge des malignen Melanoms

wurde S100 von der Arbeitsgemeinschaft fir Dermatologische Onkologie (ADO)
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fur den Nachsorgezeitraum als Rezidivparameter empfohlen [Garbe et al.
2003Db].

In die vorliegende Arbeit wurden 944 Serumproben von 449 Patienten einge-
schlossen. Es handelte sich hierbei um Patienten, die sich im Zeitraum vom
29.09.1997 bis 17.11.1999 in der Tumornachsorge der Universitats-Hautklinik
Tldbingen befanden und keine der in Kapitel 2.1.1 genannten Ausschlusskrite-
rien erfullten. Weiterhin mussten sich die Patienten vor und nach der Blutent-
nahme mindestens zwei Monate in der Tumornachsorge der Universitats-
Hautklinik Tubingen befinden, um der Serumprobe eine eventuelle Krankheits-

progression zuordnen zu kénnen.

Ziel der Protein-S100-Messung war die Evaluierung von Reproduzierbarkeit,
Spezifitat, Sensitivitat und moglichen cut-off-Werten des Elecsys®S100-

Immunoassays.

4.1. Merkmale des Patientenkollektivs und der Primartumore

Von den 449 eingeschlossenen Patienten waren 209 mannlichen (46,4%)
und 240 weiblichen (53,6%) Geschlechts. Diese Haufigkeitsverteilung deckt
sich mit einer grof3en Studie Uber die Epidemiologie des malignen Melanoms in
Deutschland und weltweit. Dort wird ein leichtes Uberwiegen des Anteils weibli-
cher Patientin mit ca. 55% gegentber dem Anteil mannlicher Patienten mit ca.
45% bis ins Jahr 2001 beschrieben [Garbe & Blum 2001]. Das Durchschnittsal-
ter der Studienpopulation betrug 56,2 Jahre und lag damit geringfligig um 2,7
Jahre hoher als in einer 45 483 Melanompatienten umfassenden Studie
[Buettner et al. 2005] und befand sich im genannten Zeitraum der oben zitierten
Untersuchung Uber die Epidemiologie des malignen Melanoms [Garbe & Blum
2001].

In der vorliegenden Arbeit waren die Hauptlokalisationen des Priméartumors
die untere Extremitat (23,6%) und der Ricken (22,5%). Dies stimmt mit der
Studie von Buettner et al. (2005) uberein, wo unter Berlicksichtigung des Ge-
schlechts, diese Lokalisationen ebenfalls am haufigsten waren.
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In Bezug auf die histologische Typisierung entspricht die Verteilung in der
Studienpopulation weitgehend den in Kapitel 2.1.2 genannten allgemeinen Hau-
figkeiten. Die gro3ten Gruppen bilden mit Abstand das SSM (51,4%) und das
NM 26,9%).

4.2. Werteverteilung der Protein-S100-Bestimmungen der beiden Test-
verfahren

4.2.1. Ergebnisse der Protein-S100-Messungen mit dem Sangtec®100-
Testverfahrens

Beim Sangtec®100LIA-mat®-Test muss beachtet werden, dass verschiede-
ne Sangtec®-Assays zum Protein-S100-Nachweis zur Verfigung stehen. Ne-
ben einem radioaktiven Test, dem Sangtec®100 IRMA, sind gegenwartig
hauptsachlich zwei immunoluminometrische Assays im Einsatz, der Sang-
tec®100 LIA-mat® und der Sangtec®100 LIAISON®. Teilweise besitzen diese
Systeme unterschiedliche Messbereiche und cut-off-Werte, was beim Verglei-
chen von Studien die mit verschiedenen Sangtec®100-Assays erstellt wurden
beachtet werden muss. Die Protein-S100-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
wurden durch das LIA-mat®-System detektiert, das seit 1997 eingesetzt wird
und fur den die Herstellerfirma einen Messbereich von 0,02-20 ug/l und einen
cut-off-Wert von 0,12 ug/l angibt. Der LIA-mat®-Assay erzielte in Studien eine
hohere Sensitivitat und machte zuverlassigere Angaben Uber die progressions-
freie Uberlebenszeit als der IRMA®-Assay [Curry et al. 1999, Bonfrer et al.
1998].

Die Protein-S100-Messung beim malignen Melanom wurde bereits in zahlrei-
chen Studien zu verschiedenen Fragestellungen betrachtet. Im Folgenden soll
die Verteilung der Protein-S100-Bestimmungen der vorliegenden Arbeit mit de-
nen der aktuellen Studienlage verglichen werden. Daflr wurden nur Arbeiten
herangezogen, in welchen auch der Sangtec®100LIA-mat®-Assay Verwendung

fand.
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Der Sangtec®100 zeigt in allen Stadien eine ausgepragt rechtsschiefe Ver-
teilung, das bedeutet der Haufigkeitsgipfel der Werte befindet sich unterhalb
des jeweiligen arithmetischen Mittelwerts. Diese Mittelwerte liegen in den Sta-
dien la-1lb zwischen 0,03 pg/l und 0,054ug/l, steigen in den Stadien llla und Ilib
auf 0,105ug/l bzw. 0,1ug/l und im Stadium IV auf 0,289ug/l. Der arithmetische
Mittelwert aller Sangtec®100-Messungen betragt 0,1ug/l. Die Mediane liegen in
den Stadien la-lllb bei 0,02ug/l oder 0,03ug/l. Erst im Stadium IV kommt es zu
einem erkennbaren Anstieg auf 0,05ug/l. Diese Daten heben, vor allem in den
fernmetastasenfreien Stadien, die deutliche Konzentration der Sangtec®100-
Bestimmungen im niedrigen Wertebereich unter 0,05ug/l hervor. Bestétigt wer-
den diese Beobachtungen durch die aktuelle Studienlage. So ermittelte Deich-
mann et al. (2001) bei 25 Patienten mit metastasiertem Melanom, aber ohne
Krankheitsprogression, eine untere Quartile von 0,00 ug/l und einen arithmeti-
schen Mittelwert von 0,02 pg/l. In einer grof3eren Studie mit 478 Melanompa-
tienten (Stadien 1-1V), lag der Median der Patienten im Stadium | bei 0,03 ug/I|
und der arithmetische Mittelwert bei 0,05 ug/l. Anders als bei den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit stiegen Median und arithmetischer Mittelwert in den
folgenden Stadien 1l und Il kontinuierlicher an, um dann im Stadium IV Uber-
schie3end auf 0,24 ug/l bzw. 2,07 ug/l zu Kklettern [Banfalvi et al. 2003]. Dem-
nach reagierte hier der Sangtec®100 bei Banfalvi et al. (2003) v.a. in den Sta-
dien I-lll empfindlicher, mit einer besser erkennbaren Steigerung sowohl der

arithmetischen Mittelwerte, als auch der Mediane.

In einer Untersuchung tber die pradiktive Aussagekraft der S100-Messung,
in der Vorhersage von Mikrometastasen in regionaren Lymphknoten, beschrieb
Acland et al. (2002) bei den beteiligten 31 Patienten im Krankheitsstadium la,
[lla und IllIb einen arithmetischen Mittelwert von 0,04 pg/l. Da der arithmetische
Mittelwert flr die Patienten im Stadium llla mit 0,045 ug/l héher lag als der von
Patienten im Stadium Illb mit 0,027 pg/l, vermutete Acland et al., dass maligne
Melanome mit der Neigung zur Metastasierung weniger S100 produzieren als
solche ohne Metastasierungstendenz [Acland et al. 2002]. Diese Annahme
deckt sich nicht mit der vorliegenden Untersuchung, in welcher in den entspre-

chenden Tumorstadien llla und lllb fast identische untere und obere Quartile,
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Mediane und arithmetischen Mittelwerte vorliegen. Allgemein lagen die arithme-
tischen Mittelwerte in der Arbeit von Acland et al. in diesen Stadien um mehr als
50% niedriger. Die Ursache dieser divergenten Ergebnisse liegt méglicherweise
in der mit 31 Patienten geringen Probandenanzahl in seiner Studie. Stoitchkov
et al. (2002) beschreibt als Ergebnis seiner Studie tUber Protein S100 bei Pati-
enten mit Melanomprogression, Mediane zwischen 0,10 pg/l und 0,14 pg/l in
den Stadien I-1ll und einen Median von 0,71 pg/l im Stadium IV. Demnach be-
finden sich im Vergleich die Resultate seiner Untersuchung also auf einem
deutlich hoheren Werteniveau. Die Arbeit von Vuoristo et al. (2000) Uber den
Wert der Messung von Protein S100 und verschiedener Interleukine bei Mela-
nompatienten im Stadium der Fernmetastasierung ergab einen arithmetischen
S100-Mittelwert von 0,36ug/l und stellen sich damit ahnlich den vorliegenden
Ergebnisse (0,289ug/l) in diesem Stadium dar. Da Wollina et al. (2000) zur Ver-
anschaulichung seiner Ergebnisse ebenfalls Boxplots und Whiskers waébhlte,
eignet sich seine Untersuchung uber die Protein-S100-Bestimmung mit dem
Sangtec®100LIA-mat®-System, besonders gut fir einen Vergleich. Die arith-
metischen Mittelwerte und die H&aufigkeitsverteilung der unteren vier Stadien
sind in beiden Untersuchungen &ahnlich. Eine Ausnahme stellt das Stadium lla
von Wollina et al. dar, da hier der arithmetische Mittelwert mit 0,103ug/l mehr
als doppelt so hoch ist und auch die Boxplots eine unerwartet abweichende
Verteilung aufweisen. Durch die groRRere vertikale Ausbreitung im Stadium b
besitzt der Primarius eher die Mdglichkeit, Protein S100 in den systemischen
Kreislauf abzugeben und so hohere Messergebnisse als im Stadium lla zu ver-
ursachen. Daher waren hohere Werte im Stadium Ilb als Stadium Ila zu erwar-
ten gewesen. Das Stadium llla liegt dagegen bei Wollina et al. im Mittel um fast
die Halfte tiefer als in vorliegender Arbeit, obwohl bei der hier bereits bestehen-
den regiondren Metastasierung eher hbhere Werte zu erwarten gewesen wa-

ren. Die Stadien IlIb und IV sind wiederum in beiden Studien ahnlich verteilt.

Insgesamt liegen die Ergebnisse der Protein-S100-Bestimmungen in den
vorgestellten Studien tendenziell Uber denen der hiesigen Untersuchung. Ob-
wohl der Sangtec®100 bereits in vorliegender Studie im Durchschnitt um 30%

hohere Protein-S100-Messwerte als der Elecsys®S100 detektiert, wéare da-
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durch diese Differenz, bei Zugrundelegung der allgemeinen Studienlage, noch
hoher.

Ein weiterer Unterschied zwischen dem Elecsys®S100 und dem Sang-
tec®100 ist die unterschiedliche Verteilung der Protein-S100-Bestimmungen im
Messbereich unter 0,1 ug/l, speziell mit dem Augenmerk auf dem 24,2%igen
Anteil von Nullmessungen durch den Sangtec®S100-Test. Ahnliches berichtete
Djukanovic et al. (2000) tber die Kontrollgruppe ihrer Studie, in welcher der
Median 0,00 ug/l betrug. Folglich wurde mit dem Sangtec®100 auch hier in
mindestens 50% der Proben der Wert 0,00 pg/l gemessen. In der in diesem
Kapitel bereits erwahnten Studie von Wollina et al. (2000) ist fir den Sang-
tec®100 in den Boxplots ebenfalls eine Haufung von Werten gleich oder nahe
0,00 ug/l zu erkennen. Ebenso verhélt es sich in der bereits genannten Unter-
suchung von Deichmann et al. (2001) der eine untere Quartile von 0,00 pg/l
feststellte. Diese somit nicht nur in der vorliegenden Untersuchung beschriebe-
ne Beobachtung Uberrascht insofern, da das Vorkommen des Protein S100, wie
in Kapitel 1.6 beschrieben, nicht ausschliel3lich auf pathologische Gewebearten
beschrankt ist. Demzufolge sind auch beim gesunden Menschen geringe Kon-
zentrationen im Serum zu erwarten. Im Gegensatz zum Elecsys®S100, der die-
se Konzentrationen im niedrigen Wertebereich gut differenzieren kann, scheint
der Sangtec®100 fur das Erkennen dieser kleinen Protein-S100-Mengen nicht
geeignet zu sein. Ungewissheit besteht noch Uber den Vorteil dieser Leistung
des Elecsys®S100. Als zukinftige Einsatzmoglichkeit kdnnte sich eine bessere
Risikostratifizierung von Subpopulationen, z. B. beziiglich Uberlebenszeit oder

Metastasierung, erweisen.

4.2.2. Ergebnisse der Protein-S100-Messungen mit dem Elecsys®S100-
Testverfahren und Vergleich des Elecsys®S100 mit dem Sang-
tec®100

Der Elecsys®S100 stellt sich in den Tumorstadien la-llb betreffend Parame-
ter wie arithmetischer Mittelwert, Mediane und Quartilen einheitlich dar. Eine

Ausnahme bildet das erste Tumorstadium, in welchem ein Ausreil3er mit einem
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S100-Wert von 5,010 pg/l v. a. den arithmetischen Mittelwert stark beeinflusst.
Eine mdgliche Erklarung dieses hohen Wertes kdonnte das unbekannte Vorlie-
gen einer Zweiterkrankung sein. Aus Untersuchungen ist bekannt, das speziell
bei Schadigung des Zentralnervensystems hohe S100-Werte auftreten kdnnen
[Hardemark et al. 1989, Aurell et al. 1989]. In diesem Fall kbnnte eine unbe-
kannte zerebrale Erkrankung in der Vorgeschichte des Patienten, z. B. ein un-

bekannter Schlaganfall den Ausreil3er erklaren.

Im Tumorstadium lllb liegt die untere und obere Quartile sowie der Median
unter dem Niveau der Stadien Ilb und llla, woftir es keine hinreichende Erkla-
rung gibt. Dass im Stadium lllb, also zum Zeitpunkt des Befalls regionarer
Lymphknoten, weniger S100 vorhanden ist als im Stadium llla ohne Lymphkno-
tenbefall, lasst sich aus den erhobenen Daten nicht erklaren. In der gangigen
Literatur sind die Stadien llla und lllb meistens im Stadium Ill zusammenge-
fasst, so dass die Anzahl an Vergleichsstudien limitiert ist. Eine davon ist die
Untersuchung von Wollina et al., wo die Stadien llla und lllb weder bei den Pa-
tienten mit Tumorlast noch bei denen ohne eine der hiesigen Studie vergleich-
bare Haufigkeitsverteilung aufweisen. Im Gegenteil zeigt das Stadium lllb bei
den Patienten mit Tumorlast einen hoheren Median, arithmetischen Mittelwert
und obere Quartile als das Stadium llla. Da in der vorliegenden Studie auch
beim Sangtec®100 das oben beschriebene Phdnomen zu beobachten ist,

scheint die Ursache nicht am Elecsys®S100-Assay zu liegen.

Das Tumorstadium 1V, in dem bereits eine Fernmetastasierung eingetreten
ist, grenzt sich hingegen in arithmetischem Mittel, Median, oberer Quartile und
90.Perzentile deutlich von den restlichen Stadien ab. Entsprechendes gilt fur
den Sangtec®100 bei Betrachtung seiner Ergebnisse in diesem Stadium. Dies
deckt sich auch mit Studien tGber das S100-Protein bei malignem Melanom. Als
Beispiele seien hier die Arbeiten von Banfalvi et al. (2002), Martenson et al.
(2001) und Schlagenhauff et al. (2000) genannt. In erstgenannter steigen Medi-
an und arithmetischer Mittelwert von 0,07 pg/l bzw. 0,35ug/l im Stadium der
regiondren Lymphknotenmetastasierung (Stadium Ill) auf 0,27 pg/l bzw. 1,41
Mo/l im Stadium der Fernmetastasierung (Stadium 1V). In der bisher patienten-

starksten Studie, mit 1007 Patienten, von Martenson et al. (2001) tber das Pro-



70 Diskussion

tein S100 stieg der geometrische Mittelwert von 0,14 ug/l im Stadium der regio-
naren Lymphknotenmetastasierung auf 0,71 pg/l im Stadium der Fernmetasta-
sierung. Bei Schlagenhauff et al. waren die Protein-S100-Werte im Fernmetas-
tasenstadium signifikant hoher als in den anderen Stadien und in 29% der Uber
0,13 pg/l erhdhten S100-Werte war diese Erhdhung das erste Zeichen der
Krankheitsprogression, dabei in 7 von 8 Fallen in Form einer Fernmetastasie-

rung.

Vergleicht man die Auswertung der Ergebnisse beider Testverfahren in den
Metastasengruppen, zeigen beide den in den Kapiteln 3.4.2.1 und 3.4.2.2 be-
schrieben Wertesprung zwischen der 2. und 3. Metastasengruppe. Auch nach
dieser Einteilung haben also beide Testverfahren die Fahigkeit, zwischen den
Stadien ohne und mit Fernmetastasen zu differenzieren. Beim Elecsys®S100-
Test fallt jedoch auf, dass in der 3.Gruppe, mit Lymphknoten- und Hautfernme-
tastasen alle deskriptiven Parameter etwas hoher liegen als in der Gruppe 4,
mit viszeralen Metastasen. Teilweise ist dafur das Fehlen von Ausrei3ern und
anndhernde Normalverteilung der Messergebnisse in der Gruppe 3 verantwort-
lich. Eine andere Ursache daflr konnte in der geringen Anzahl von 21 Proben in
dieser Gruppe zu finden sein, wodurch sie anfalliger fur zufallige Fehler wird.
Da das Protein S100 hauptsachlich durch Zerfall von Tumorzellen freigesetzt
wird [Ghanem et al. 2001] ware eine andere Erklarungsmaoglichkeit eine héhere
Protein-S100-Freisetzung durch erhdhten Tumorzellzerfall. In der gangigen Li-
teratur liel3 sich jedoch kein Hinweis dafir finden, dass Haut- oder Lymphkno-
tenmetastasen entweder durch erhdhten Zellzerfall oder durch einen anderen
Mechanismus mehr Protein S100 freisetzen als viszerale Fernmetastasen. Im
Gegensatz dazu wurde Uber tendenziell niedrigere S100-Werte bei Hautmela-

nommetastasen berichtet [Kaskel et al. 1999].

Als Fehlermdglichkeiten des Studienprotokolls kommen unter anderem
Schwierigkeiten bei der sicheren Zuordnung von Ein- und Ausschlusskriterien in
Frage. So besteht die Mdglichkeit, dass eine nicht diagnostizierte Zweiterkran-
kung vorliegt, z.B. ein Zweitmalignom im ZNS-Bereich. Durch die klinische Un-
tersuchung in der Melanomnachsorge kann eine andere Schwachstelle auftre-

ten. So ist es mdglich, dass eine Krankheitsprogression zu erhdhten S100-
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Werten gefuhrt hat, ohne dass diese im beobachteten viermonatigen Zeitraum
Klinisch erkannt wurde und es so zur Bewertung der S100-Messung als falsch
positiv gekommen ist. Ein weiteres, die Protein-S100-Bestimmung allgemein
betreffendes Problem stellt die geringe Stabilitdtt der Protein-S100-
Konzentration bei Raumtemperatur dar. Nach einer Lagerungszeit von 3 Stun-
den bei Raumtemperatur steigt in den Serumproben, tber einen bisher nicht
bekannten Mechanismus, die S100-Konzentration signifikant an. Durch soforti-
ges Einfrieren der Proben oder zligiges Verarbeiten kann dies vermieden wer-
den [Djukanovic et al. 2001].

4.3. Reproduzierbarkeit des Elecsys®S100

Aus der Klinischen Praxis ist bekannt, dass bei dem Sangtec®100-
Testverfahren bezlglich der Reproduzierbarkeit Probleme bestehen. So kommt
es bei der Uberprufung pathologischer Ergebnisse haufiger zu starken Abwei-
chungen der Kontrollmessung von der Originalmessung. Befindet sich dabei die
Kontrollmessung unterhalb des cut-off-Wertes, fiihrt dies bei Patient und Arzt zu

Verwirrung und zieht weitere Messungen nach sich.

Die in Kapitel 3.5 beschrieben Ergebnisse tber die Reproduzierbarkeit des
Eecsys®S100-Testverfahrens deuten auf einen sehr zuverlassigen Assay hin.
Die Steigungen der Regressionsgeraden des Elecsys®S100 lagen nahe 1, die
Konstanten nahe 0 und die Korrelationskoeffizienten nahe 1. Zusammenfas-
send bietet der Elecsys®S100, auch bei einem Wechsel der Charge der Test-

substanzen, eine gute Reproduzierbarkeit.

Fur eine noch sicherere Beurteilung der Reproduzierbarkeit misste sich dem
hier durchgefiihrten Intra-Assy ein Inter-Assay anschliel3en, bei dem in der tag-
lichen Routine Kontrollen mitlaufen, um auch Schwankungen der S100-
Bestimmung durch Lagerung, Einfrieren/Auftauen der Proben, Kalibration und

Wartung des Analysengerates zu erfassen.
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4.4. Sensitivitat und Spezifitat beider Testverfahren und Findung eines
geeigneten cut-off-Wertes fur den Elecsys®S100-Immunoassay

Um beide Testverfahren adaquat in Sensitivitat, Spezifitat und moglichen cut-
off-Werten vergleichen zu konnen, wurden fur die Ergebnisse der beiden As-
says ROC-Kurven berechnet. Sie ordnen jedem moglichen Messwert Sensitivi-
tat und Spezifitdt zu und lassen durch die AUC die diagnostische Glte des
Testverfahrens beurteilen. Durch die direkte Gegenuberstellung von Sensitivitat
und Spezifitdt in den ROC-Kurven fir einen Messpunkt lasst sich deren best-
maogliche Kombination, und damit der beste cut-off-Wert fir den Test, graphisch
gut erkennen. Allgemein gilt der Messwert mit dem grof3ten senkrechten Ab-
stand zur Winkelhalbierenden des ROC-Diagramms als bestmdglicher cut-off-
Wert des Testverfahrens. Bezieht man jedoch die unterschiedlichen klinischen
Anspriche an den jeweiligen Tumormarker mit ein, kann der ausgewahlte cut-
off-Wert durchaus, vom dem durch die eben beschriebene Methode berechne-

ten abweichen.

Fur den Sangtec®100LIA-mat® ergaben die S100-Messungen bei einem
cut-off-Wert von 0,12ug/, dem vom Hersteller empfohlenen Wert, eine Sensitivi-
tat von 44% und eine Spezifitdt von 92%. In den letzten Jahren wurde in vielen
Untersuchungen mit diesem und anderen cut-off-Werten gearbeitet, um auch
fur den Sangtec®100LIA-mat® die optimale Sensitivitat/Spezifitat-Kombination

zu erhalten.

Banfalvi et al. (2003) beliel3 den cut-off-Wert auf den vom Hersteller empfoh-
lenen 0,12 pg und erreichte damit bei Patienten im Stadium I-IV eine Sensitivitat
von 36,8% und eine Spezifitat von 74,8%. Bei isolierter Betrachtung des Stadi-
ums IV stiegen diese Parameter auf 58,4% bzw. 100%. In einer friheren Unter-
suchung desselben Autors, speziell tiber die prognostische Aussagekraft des
S100 bezuglich Uberlebenszeit im Stadium 1V, lag die Sensitivitat mit 70,5%,
bei gleicher Spezifitat von 100%, noch hoher [Banfalvi et al. 2002]. In einer Stu-
die Uber den Stellenwert von Protein S100 in der Melanomnachsorge und zur
Prognoseeinschatzung erreichte S100, wieder bei einem cut-off-Wert von
0,12ug/l, eine Sensitivitat von 55,5% im Stadium Il und 73,9% im Stadium IV,
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jeweils bei einer Spezifitat von 80,3% [Juergensen et al. 2001]. Ahnliche Ergeb-
nisse erzielte Tas et al. (2004) in einer Untersuchung tber die klinische Bedeu-
tung von S100 und MIA. Hier ergaben sich, bei allerdings sehr kleinen Patien-
tengruppen, Sensitivitdten von 40% im Stadium I+1l, 59,1% im Stadium IIl und
66,7% im Stadium V. Der cut-off-Wert wurde hier bei 0,09ug/l, also etwas nied-
riger als vom Hersteller empfohlen, gesetzt. Martenson et al. (2001) legte in
einer groR3en Studie mit 1007 Melanompatienten den cut-off-Wert auf 0,1ug/l
und beobachtete damit eine Sensitivitdt von 12% in den metastasenfreien Sta-
dien, von 51% in den Stadien mit regionarer oder in-transit Metastasierung und
von 79% bei vorhandener Fernmetastasierung. In einer weiteren Untersuchung
Uber MIA, LDH und S100 bei Stadium-IV-Melanompatienten, erzielte Deich-
mann et al. (1999) bei einem cut-off-Wert von 0,12ug/l eine sehr hohe Sensitivi-
tat von 91% bei einer im Vergleich niedrigen Spezifitat von 76%. Im Gegensatz
dazu erhielt Vouristo et al. (2000) mit demselben cut-off, ebenfalls bei Stadium-
IV-Patienten, eine niedrigere Sensitivitdt von 64%. Eine Untersuchung von Gar-
be et al. (2000) Uber die prognostische Bedeutung von S100, MIA und PCR bei
Stadium II- und lll-Patienten, ergab eine 29%ige Sensitivitat und 95%ige Spezi-
fitat fur die Protein-S100-Bestimmung. In einer Vergleichsstudie von MIA und
S100 fand Schmitz et al. (2000) fur S100, bei einem cut-off-Wert von 0,12ug/l,
eine Spezifitat von 85,8% und eine Sensitivitdt von 37,5% in Stadium I/Il, von
50% im Stadium Il und 80% im Stadium V. Schmitz et al. empfiehlt jedoch fir
eine Spezifitatssteigerung auf 94,6% eine Erh6hung des cut-off-Wertes auf
0,2ug/l. Die Optimierung des cut-off-Wertes war auch Thema anderer Studien,
z.B. verglich Schlagenhauff et al. (2000) die cut-off-Werte 0,8ug/l, 0,12ug/l und
0,13ug/l und kam zu dem Schluss, dass der cut-off von 0,13ug/l das beste Spe-
zifitats-/Sensitivitats-Verhaltnis von 54%/96%, besitzt.

Insgesamt liegt die ermittelte Sensitivitat/Spezifitdt-Kombination der vorlie-
genden Arbeit, unter Beachtung der jeweils verwendeten cut-off-Werte, in den

Bereichen der vorgestellten Arbeiten aus der gangigen Literatur.

Unter Verwendung der ROC-Kurven lasst sich durch Berechnung der Flache
unterhalb der Kurve - der AUC — eine Aussage uber die Testgite des Verfah-

rens machen. Die in Kapitel 3.6.1 dargestellten AUC-Werte bescheinigen bei-
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den Testverfahren in den Stadien der regionaren Lymphknotenmetastasierung
(Sangtec®100=0,56; Elecsys®S100=0,53) eine schlechte Testgute. In einer
Studie von Garbe et al. (2000) betrug die AUC fur diese Melanomstadien je-
doch 0,66, lag also im Vergleich deutlich héher. Fur diese Diskrepanz konnte
eine Ursache nicht gefunden werden. In den Metastasengruppen 3 und 4, den
Stadien mit vorhandener Fernmetastasierung, erreichten beide Testverfahren
bessere AUC-Werte, im einzelnen 0,82 und 0,76 fur den Sangtec®100 bzw.
0,78 und 0,68 fur den Elecsys®S100. Deichmann et al. (2001) konnte mit dem
Sangtec®100 in einer Arbeit, unter Testung zu zwei verschiedenen Messzeit-
punkten bei Stadium-1V-Patienten, etwas niedrigere AUC-Werte von 0,75 bzw.
0,71 erzielen. In einer weiteren Studie desselben Autors Uber die S100-
Messung mit dem Sangtec®100 bei Stadium-1V-Patienten wurde jedoch eine
sehr hohe AUC von 0,91 errechnet [Deichmann et al. 1999]. Soweit bekannt,
wurde bis auf die genannten Beispiele in den bisherigen Studien tber das Pro-
tein S100 beim malignen Melanom von der AUC selten Gebrauch gemacht,

wodurch die Beurteilung der Ergebnisse erschwert wird.

Insgesamt prasentieren sich in vorliegender Untersuchung beide Testverfah-
ren fur die Entdeckung regionérer Lymphknotenmetastasen wegen ihrer zu ge-
ringen Testgute in diesem Bereich als ungeeignet.

FUr das Stadium der Fernmetastasierung erreichen sowohl der Sangtec®100
mit 0,76 als auch der Elecsys®S100 mit 0,68 gute AUC-Werte, wobei der Sang-
tec® noch eine geringflgig bessere Testgute bietet. Warum der AUC in der Me-
tastasengruppe 3, d.h. bei Haut- und Lymphknotenfernmetastasen, in beiden
Testverfahren hoher ist als in der Gruppe mit viszeralen Fernmetastasen (Me-

tastasengruppe 4), konnte nicht abschlieRend geklart werden.

Die vorgestellten Studien verdeutlichen, dass der gewahlte cut-off-Wert keine
einmalig festgelegte und dann unveranderbare Gré(3e darstellt, sondern dass er
dynamisch den jeweils an den Tumormarker gestellten Anforderungen, ange-
passt werden muss. Der cut-off-Wert, als definierte Grenze zwischen physiolo-
gischer und pathologischer Konzentration eines Tumormarkers, stellt immer

einen Kompromiss zwischen Sensitivitdt und Spezifitat dar. Das Protein S100
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im Speziellen hat sich fur die Verwendung als Melanomscreeningparameter als
ungeeignet erwiesen. Seine Bedeutung liegt neben dem Therapiemonitoring
und der Einschatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit, v. a. in der Rolle als
Routineparameter in der Melanomnachsorge, um dort frihzeitig eine mogli-
cherweise vorhandene Metastasierung zu erkennen. Fir diese Verwendung ist
eine hohe Spezifitat sinnvoll, da sonst durch falsch positive S100-
Bestimmungen dem Patienten unnétige, meistens bildgebende Folgeuntersu-
chungen zugemutet werden. Neben den nicht unerheblichen Kosten bildgeben-
der Verfahren fihren diese Falschmessungen und dadurch verursachte Folge-
untersuchungen zu einer starken psychischen Belastung der Tumorpatienten.

Um fur diese Zielsetzung die passende Kombination von Sensitivitdt und
Spezifitat zu finden, wurden die in Kapitel 3.6 dargestellten ROC-Kurven ver-
wendet. Hier zeigt sich der cut-off-Wert von 0,1 ug/l fir den Elecsys®S100 als
praktikabelste und effektivste Losung um eine hohe Spezifitat von 94% mit ei-
ner guten Sensitivitat von 41% zu kombinieren. So sollen, bei einer guten Sen-
sitivitdt zur Entdeckung von Metastasen in der Melanomnachsorge, durch die
hohe Spezifitat falsch positive Protein-S100-Messungen auf ein Minimum redu-
ziert werden. Ob sich dieser empfohlene cut-off-Wert in der klinischen Routine

bewahren wird, werden weiterfihrende Untersuchungen zeigen.
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Das maligne Melanom gilt als der aggressivste Hauttumor, wobei die Prog-
nose der Erkrankung erheblich von einer Fernmetastasierung verschlechtert
wird. Ein frilhzeitiges Therapieren dieser Metastasierung verbessert die Uberle-
benswahrscheinlichkeit und Langzeitprognose. Das Ziel fur den Einsatz des
Protein S100 als Tumormarker ist daher eine Metastasierung moglichst schnell
zu erkennen. Fir die Protein-S100-Bestimmung aus dem Serum wurde der lu-
minometrische Elecsys®S100-Immunoassay entwickelt. Innerhalb der vorlie-
genden Arbeit wurde dieses Testverfahren fur den Einsatz in der klinischen
Routine untersucht. Fir dessen Aufgabe in der Melanomnachsorge spielen eine
gute Reproduzierbarkeit und eine gute Sensitivitat und Spezifitdt eine wichtige
Rolle. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Evaluierung eines geeigneten cut-
off-Wertes flr das Elecsys®-Testverfahren. Es wurde gepruft welcher cut-off-
Wert und welche damit verbundene Kombination aus Sensitivitat und Spezifitat
fur die Verwendung des Testes in der Nachsorge von Melanompatienten den
bestmoglichen Kompromiss zwischen falsch negativen und falsch positiven
Messergebnissen bedeutet. Die Ergebnisse der S100-Messungen mit dem E-
lecsys®S100 wurden denen des luminometrischen Sangtec®100LIA-mat®-
Immunoassays gegenubergestellt, der sich bereits im klinischen Einsatz befin-
det.

Das in vorliegender Arbeit verwendete Elecsys®S100-System arbeitet nach
dem Sandwich-Prinzip bei welchem 2 Antikorper und ein Mikropartikel an das
S100-Protein binden und anschlielend das Anlegen von Spannung zu einer
messbaren chemoluminiszenten Emission fuhrt. Es wurden 944 Proben von
449 Patienten aus der Melanomnachsorge der Universitats-Hautklinik Tibingen

in die Untersuchung eingeschlossen.

Betrachtet man die Ergebnisse beider Testverfahren, liegen die Messungen
des Sangtec®100 um 30% hoher als die des Elecsys®S100. Auffallend ist,
dass 24,2% der Sangtec®100-Messungen das Ergebnis 0,00ug/l S100 erga-
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ben, gegenudber nur 0,2% beim Elecsys®S100. Da auch beim Gesunden von
niedrigen physiologischen S100-Konzentrationen im Serum ausgegangen wird,
besitzt der Elecsys®S100 in diesem niedrigen Wertebereich ein besseres Diffe-

renzierungsvermaogen, dessen Bedeutung jedoch bisher noch unklar ist.

Der Elecsys®S100-Assay zeigte auch bei einem Chargenwechsel der Test-
substanzen eine gute Reproduzierbarkeit, erkennbar an den Steigungen der

Regressionsgeraden und den entsprechenden Korrelationskoeffizienten.

Bei der Festlegung eines cut-off-Wertes wurde auf eine hohe Spezifitdt ge-
achtet, um falsch positive Protein-S100-Messungen zu minimieren. Dafur bietet
sich ein cut-off-Wert von 0,1ug/l an, der eine Spezifitdt von 94% mit einer Sensi-

tivitdt von 41% kombiniert.

Der luminometrische Elecsys®S100-Immunoassay zeichnet sich bei einem
empfohlenen cut-off-Wert von 0,1ug/l durch gute Reproduzierbarkeit, Spezifitat
und Sensitivitdt aus. Beim Elecsys®S100 handelt es sich somit um ein gutes
Testverfahren zur Messung des Tumormarkers Protein S100 in der Nachsorge

von Patienten mit malignem Melanom.
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7. Anhang
7.1. Erfassungsbogen
Geb. Datum S100 (ug/l) | S100 (ug/) TD
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