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Die Sentinel-Lymphonodektomie aus
histopathologischer Sicht

Histopathological Aspects of the Sentinel Lymphonodectomy

Zusammenfassung

Histologischen Techniken kommt eine Schliisselrolle fiir den Er-
folg und fiir die Weiterentwicklung des Sentinel-Node-Gesamt-
konzepts zu. Die im ,, Augsburg Consensus* international und in-
terdisziplindr verabschiedeten Standards sind hierfiir die Basis.
Um Malignomzellen im Sentinel-Lymphknoten (SLK) auch in
kleiner Zahl mit absoluter Spezifitdt und hinreichender Sensitivi-
tdt identifizieren zu konnen, bedarf es der konventionellen histo-
logischen (HE) und der immunhistochemischen (Markerwahl
passend zum Immunphdnotyp des Primdrtumors) Untersuchung
geeigneter Serien von Paraffinschnitten. Bei melanomassoziier-
ten SLKs ist dabei besonders auf die Unterscheidung von eben-
falls S100-positiven kapsuldren und trabekuldren Ndvuszellen,
eingewanderten Langerhanszellen, interdigitierenden Retiku-
lumzellen und intranodalen Nerven zu achten. Ein substanzielles
Risiko melanompositiver SLKs und damit die Indikation zur SLNE
besteht fiir Patienten mit Primdrmelanomen ab einer Tumordi-
cke von 0,76 mm nach Breslow. Die mikromorphometrische
S-Klassifikation des SLK-Melanombefalls ist — auch in einer ver-
einfachten Version analog der Breslowschen Messmethode - ein
erstrangiger Prognostikator sowohl fiir das Risiko noch nachge-
schalteter Lymphknotenmetastasen in der jeweiligen Region als
auch fiir die Manifestationswahrscheinlichkeit von Fernmetasta-
sen und damit fiir das Gesamtiiberleben. Ebenso wie die Bres-
low-assoziierte T-Klassifikation des Primdrmelanoms ist die
S-Klassifikation somit ein essenzielles Selektions- und Stratifika-
tionskriterium fiir die Planung und Durchfiihrung prospektiv
randomisierter adjuvanter Therapiestudien beim malignen Me-
lanom. Bisher verfiighare RT-PCR-Techniken eignen sich wegen
unzureichender Spezifitdt fiir Melanomzellen nicht als diagnos-

Abstract

Histological techniques play a keyrole for the success and for the
further evolution of the sentinel node (SN) concept. Basic stand-
ards published as ,, The Augsburg Consensus* have been establis-
hed by a group of international experts from various disciplines.
For the aim to identify even few malignant cells in the SN with
absolute specificity and with high sensitivity, it is indispensable
to evaluate appropriate series of paraffin sections with conven-
tional histology (H&E) and immunohistochemistry (using mar-
kers adapted to the immunophenotype of the primary tumor).
In cases of melanoma-related SNs, special attention is required
for the distinction of capsular or trabecular nevocytes, immigra-
ted Langerhans cells, interdigitating reticulum cells and nodal
nerves which all share S100-positivity with melanoma cells. A
substantial risk to find melanoma-positive sentinel nodes, equi-
valent with the indication to perform sentinel lymphonodecto-
my, exists for all patients with primaries thicker than 0.75 mm
according to Breslow. The micromorphometric S classification of
SN involvement by melanoma can be simplified in analogy to
Breslow’s principle of classifying primary melanomas without
loosing its relevance as a first-rank predictor both for post-SN
metastases in the respective lymph node region and for the pa-
tient’s risk to develop distant metastases and to die from tumor
progression. The S classification, just like the Breslow-related T
classification, must be integrated in prospective randomised ad-
juvant therapy trials as an essential criterion for selection and
stratification of patients. With regard to the diagnostic evaluati-
on of melanoma-related SNs, (immuno-)histology cannot be re-
placed by currently available RT-PCR techniques due to their in-
sufficient specificity for melanoma cells. A fruitful combination
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tische Alternativen zur Histologie und Immunhistochemie. Eine
sinnvolle Kombination von HE-Histologie, Immunhistochemie
und RT-PCR-Analysen ohne Gefihrdung bereits erreichter diag-
nostischer Standards gelingt durch Verwendung unmittelbar
aufeinanderfolgender Paraffinschnitte. Auf diese Weise ldsst
sich die Sensitivitat fiir die Identifikation von Melanom- und
mehr noch von Névuszellen in SLKs ohne Spezifititseinbuf3e
weiter verbessern.

Einleitung

Der Erfolg der Sentinel-Lymphonodektomie (SLNE) hdngt ent-
scheidend von der h6chstmaoglichen Prazision in jeder Phase die-
ser komplexen Methode ab, beginnend bei der korrekten Indika-
tionsstellung zur SLNE iiber die lymphabflussszintigraphische
Ortung und gezielte operative Entfernung aller Sentinel-Lymph-
knoten (SLKs) bis - last not least - zur Auswertung der gefunde-
nen Lymphknoten. Hierbei stellt schon die korrekte Unterschei-
dung zwischen malignomnegativen und malignompositiven
SLKs keineswegs ein triviales diagnostisches Problem dar. Denn
falls Tumorzellen vorhanden sind, so meist nur in geringer Zahl
bezogen auf den sie umgebenden ,Mikrokosmos*“ SLK. Die kon-
ventionelle histologische Untersuchung von ein bis zwei Paraf-
finschnitten pro Lymphknoten, wie sie bei der Untersuchung tu-
morassoziierter Lymphknotenpakete {iblich ist, wiirde etwa
beim malignen Melanom inakzeptabel niedrige Sensitivititen
von etwa 70% erwarten lassen [8]. Noch hohere Falsch-negativ-
Raten sind bei der Routineuntersuchung von Kryostatschnitten
zu befiirchten [5, 7]. Umgekehrt erwiesen sich moderne moleku-
larbiologische Alternativen zur Mikromorphologie wie beispiels-
weise die Tyrosinase-RT-PCR als zwar hochsensitiv [1-3,23], je-
doch als nicht spezifisch fiir Melanomzellen in SLKs. Falsch posi-
tive Ergebnisse resultierten hierbei vor allem aus der Existenz
kapsulotrabekuldrer Ndvuszellen in SLKs [4,17,21,22].

Der international akzeptierte Goldstandard zur SLK-Diagnostik
in der Dermatoonkologie ist daher spdtestens seit Verabschie-
dung des Augsburg Consensus die histologisch-immun-histo-
chemische Befundung geeigneter Serien von Paraffinschnitten
[5,7]. Dieses Procedere bildet zugleich die Voraussetzung fiir
eine prognostisch relevante mikromorphometrische Klassifika-
tion von SLK-Mikrometastasen [14,15,18 - 20].

Bearbeitung und Zuschnitt der SLKs

SLKs werden unmittelbar postoperativ vom umgebenden Fettge-
webe isoliert. Nach Messung und Dokumentation der noch ent-
haltenen Radioaktivitdt werden sie fiir etwa 24 h in 4,5-prozenti-
gem phosphatgepufferten Formalin (pH 7,0) fixiert. Im dermato-
histologischen Labor folgt sodann die dreidimensionale Vermes-
sung jedes einzelnen SLKs sowie die Dokumentation etwa noch
erkennbarer Patentblauanfarbungen.

Theoretisch ware es nun wiinschenswert, den gesamten Lymph-
knoten in wenige Mikrometer diinnen Paraffinschnitten voll-
standig aufzuarbeiten und alle diese Schnitte auf Malignomzel-

of H&E-histology, immunohistochemistry and RT-PCR analyses,
however, is possible by using sequences of adjacent paraffin
sections. This procedure does not endanger accomplished diag-
nostic standards. It even increases the sensitivity for identifying
melanoma- and nevus cells without any loss of specificity.

len hin zu durchsuchen. Je nach GréRe des SLKs wiirden dabei
hunderte bis tausende von Schnitten anfallen und den Zeit- und
Kostenfaktor der Untersuchung ins nahezu Unermessliche trei-
ben [21,24].

Als routinegeeignet und dennoch hinreichend sensitiv zur De-

tektion auch sehr kleiner Mikrometastasen erwiesen sich fiir

das maligne Melanom folgende zwei Techniken [5,7]:

1. Die in Los Angeles praktizierte Vorgehensweise (Abb.1)
Hierbei wird der SLK in der Ebene des ldingsten Umfangs, ent-
sprechend der so genannten Aquatorialebene, halbiert. Beide
Halften werden so in Paraffin eingebettet, dass beim spdteren
Anschneiden mit dem Mikrotom entlang der Aquatorialebene
moglichst wenig Gewebe verloren geht. Die ersten zehn
Serienschnitte pro SLK-Hilfte mit vollstindig erhaltenem
Lymphknotenprofil werden auf Objekttriger gezogen und
wie folgt bearbeitet: Die Schnitte 1, 3, 5 und 10 werden kon-
ventionell mit Himatoxylin und Eosin (HE) gefarbt, wahrend
Schnitt 2 mit Anti-S100-Protein [8,13] und Schnitt 4 mit dem
monoklonalen Antikdrper HMB45 [11,13] (oder alternativ
Melan A [10]) immunhistochemisch markiert werden. Schnit-
te 6 und 7 dienen als Negativkontrollen, Schnitte 8 und 9 als
Reserven fiir Wiederholungen bei suboptimaler Farbequalitat
oder fiir erginzende immunhistochemische Markierungen.
Bei Auffilligkeiten oder Verdachtsmomenten in den ersten
zehn Schnitten kann zudem eine weitere Serie von zehn
Schnitten untersucht werden.

2. Die in Augsburg etablierte Methode (Abb. 2)
Nach Formalinfixierung iiber etwa 24 h wird der SLK parallel
zur Lingsachse in etwa 1 mm diinne Gewebsscheiben lamel-
liert. Makroskopische Auffdlligkeiten, z.B. herdférmige Kno-
tenbildungen, Farbunterschiede oder Reste der Patentblau-
markierung werden vermerkt. Von jeder Gewebsscheibe wer-
den nach tiblicher Paraffineinbettung mindestens drei Semi-
diinnschnitte (etwa 3 um dick) hergestellt, und zwar fiir die
HE-Farbung sowie fiir mindestens zwei immunhistochemi-
sche Markierungen, im Regelfall mit Anti-S100 und HMB45.
Im Zweifelsfall werden weitere Paraffinschnitte immunhisto-
chemisch mit Melan A (MART1-Antikoérper) untersucht oder
auch der RNA-Extraktion und beispielsweise der Tyrosinase-
RT-PCR zugefiihrt. Diese Methode ist etwas zeit- und kosten-
intensiver als die erstbeschriebene Technik, eignet sich jedoch
fir alle, speziell auch fiir asymmetrisch oder irreguldr ge-
formte SLKs und stellt die ideale Basis fiir routinemorphomet-
rische Auswertungen dar (s. unten). Zudem ist sie mit nur ge-
ringen Modifikationen beziiglich der Wahl geeigneter im-
munhistochemischer Marker auch auf andere Hautmaligno-
me {ibertragbar [9,12,15,16].
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Abb.1 (entnom-
men aus [7] mit
freundlicher Erlaub-
nis von Martin Dunitz
Ltd.).
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Die in Los Angeles praktizierte Methode. Der SLK wird in der Aquato-
rialebene, d.h. in der Ebene des ldngsten Profilumfangs, in exakt zwei
Halften (A) geteilt. Jede SLK-Hélfte wird mit der Schnittflache nach un-
ten in Paraffin eingebettet, so dass von hier aus jeweils eine Serie von
zehn Mikrotomschnitten mit moglichst vollstandig erhaltener Profilfla-
che des SLK angefertigt werden kann. Beim Anschneiden der Paraffin-
blocke wird auf méglichst geringen Gewebsverlust geachtet. Die Nut-
zung der einzelnen Schnitte ist der Abbildung selbst zu entnehmen. Bei
verddchtigen oder ungewdéhnlichen Befunden kénnen neuerliche Se-
rien von je zehn Schnitten angefertigt und analog gefarbt bzw. immun-
markiert werden.
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Immunhistochemie - Basis- oder Reservemethode?

Zur Detektion von Melanomzellen im SLK sollten in der Regel
mindestens zwei immunhistochemische Marker eingesetzt wer-
den (Anti-S100 und HMB45, letzterer etwa gleichwertig ersetz-
bar durch Melan A). Verzichtbar sind sie allenfalls dann, wenn
die makroskopische Inspektion des SLKs bereits offensichtliche
Metastasen zeigt. Selbst bei dieser seltenen Konstellation ist ge-
legentlich jedoch die Immunhistochemie an ausgewdhlten
Schnitten indiziert, um die Zuordnung der Metastase zum Mela-
nom zu belegen und andere Malignomtypen als Ausgangstumo-
ren auszuschlieBen. Zwar lassen sich auch Mikrometastasen
noch grofSteils ohne Immunhistochemie an HE-Schnitten erken-
nen, jedoch bleibt eine Sensitivitatsliicke von etwa 12-30% je

n Abb.2 (entnom-
i, men aus [14] mit
freundlicher Erlaub-
nis des Demeter-
Verlags).

Die in Augsburg praktizierte Vorgehensweise. Der formalinfixierte SLK
wird parallel zur Langsachse in 1 mm diinne Scheiben auflamelliert.
Diese werden so in Paraffin eingebettet, dass die spater entnommenen
Mikrotomschnitte moglichst die gesamte Profilfliche des SLK enthal-
ten. Beim Melanom werden pro Lymphknotenscheibe ein Schnitt HE-
gefarbt, mindestens zwei weitere immunhistochemisch markiert (mit
Anti-S100 und HMB45, im Zweifel zusdtzlich mit Melan A). Bei Nach-
weis von Tumorzellen wird ihre maximale Distanz d zum Innenrand
der SLK-Kapsel dokumentiert, ferner die Zahl n der befallenen SLK-
Scheiben. Die Originaldefinition der S-Klassifikation bediente sich bei-
der Parameter n und d, die vereinfachte Version orientiert sich nur
noch an d, analog dem Breslowschen Prinzip bei der T-Klassifikation
des Primdrmelanoms nach der Tumordicke.

nach Erfahrung des Untersuchers [7,8], und ein zeitlich gestuftes
Vorgehen verzogert die definitive Diagnosestellung in oft unzu-
mutbarem Mal3e.

Analog gilt dies, mit jeweils anderen Antikorpern, auch fiir die
SLK-Diagnostik bei nichtmelanozytdren Hautmalignomen [15]:
So kommen bei Merkelzellkarzinomen je nach Immunphdnotyp
des Primartumors Zytokeratinantikérper wie KL1 oder Anti-Zy-
tokeratin 20 zum Einsatz, ferner Antikorper gegen die sog. neu-
ronenspezifische Enolase (NSE) oder das epitheliale Membran-
antigen (EMA) [9]. Auch bei anderen Karzinomen eignen sich
Breitspektrumantikérper gegen Zytokeratine. Besonders an-
spruchsvoll ist naturgemdl3 die Suche nach Lymphomzellen in
SLKs. Hier ist eine grof3ziigige Immunphénotypisierung des kuta-
nen Lymphoms absolute Voraussetzung fiir eine entsprechend
optimierte Markerwahl am SLK, die je nach Lymphomtyp so un-
terschiedliche Antikérper wie CD30 oder Antiseren gegen be-
stimmte Immunglobulinketten umfassen kann [12,16].

$100-Expression in Melanomzellen und
differenzialdiagnostisch relevanten Strukturen

Das S100-Protein ist ein in fast allen Melanomen nachweisbares
Antigen. Melanomzellen exprimieren dieses Antigen sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern. Anti-S100 eignet sich daher
hervorragend als Screeningmarker, wobei der Untersucher sein
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Hauptaugenmerk auf S100-positive epitheloide, ovaldre oder
spindelférmige Zellen vor allem in der Randsinuszone des SLK le-
gen sollte. Der Nachteil von S100 besteht darin, dass es auch in
einer Reihe anderer Zellen im Lymphknoten exprimiert wird, so
in eingewanderten Langerhanszellen, in interdigitierenden Reti-
kulumzellen des Parakortex, in Schwannschen Zellen kleiner
lymphonodaler Nerven und nicht zuletzt in vorwiegend kapsuldr
oder trabekuldr anzutreffenden Ndvuszellen. In reaktiv hyper-
plastischen Parakortex-Regionen kénnen interdigitierende Reti-
kulumzellen sehr zahlreich sein, lassen sich dort jedoch leicht
als polydendritische Zellen identifizieren. Schwieriger ist die Dif-
ferenzialdiagnose zu Melanomzellen in inaktiven Lymphknoten
- und SLKs sind nach Untersuchungen der Cochranschen Ar-
beitsgruppe hdufig immunsupprimiert [6] —, da hierbei interdi-
gitierende Retikulumzellen oft keine oder nur noch sparliche
dendritische Ausldufer aufweisen und somit ebenfalls als rundli-
che Zellen imponieren. Auch quer getroffene Nerven konnen als
kraftig S100-positive Strukturen manchmal auf den ersten Blick
Cluster von Melanomzellen vortduschen, lassen sich meist je-
doch spdtestens auf Stufenschnitten richtig interpretieren. Glei-
ches gilt fiir Ndvozyten, deren Vorkommen in SLKs von Mela-
nompatienten der Haufigkeit von Melanommetastasen nicht
wesentlich nachsteht [4,7,17,22]. Sie finden sich typischerweise
als unterschiedlich grofRe Gruppen relativ monomorpher kleiner
Zellen innnerhalb des Bindegewebes der Lymphknotenkapsel
oder -trabekel, nicht selten in enger Assoziation an die AufSensei-
te afferenter LymphgefiaRe (Abb. 3). Initiale Melanomzellcluster
sind dagegen entweder im Lumen dieser LymphgefdRRe oder in
subkapsuldren und gelegentlich peritrabekuldren Sinus zu er-
warten und bestehen meist aus gréf3eren Einzelzellen mit form-
und groRenvariablen, manchmal erkennbar mitotisch aktiven
Kernen (Abb.4). Andererseits kommen durchaus auch ndvozy-
toide Melanommikrometastasen vor, so dass die zytomorpholo-
gischen Unterscheidungsmerkmale weniger verldsslich sind als
die genannten Kriterien der Mikrolokalisation.

Markerverhalten von HMB45 und Melan A (MART1)

Die Spezifitit dieser beiden Marker fiir Melanomzellen ist we-
sentlich héher als die von Anti-S100 [8,10,11,13]. Allerdings
bleibt fiir beide eine Sensitivitdtsliicke von bis zu 20% bei Mela-
nomen, die nicht mit diesen Markern reagieren, und dies gilt in
besonderem MafRe fiir Mikrometastasen [5,7,13,17,21]. Auch in
HMB45- bzw. Melan-A-positiven Melanommetastasen werden
die entsprechenden Antigene zudem meist nur in einem Teil der
Tumorzellen sowie in erheblich variabler Intensitdt exprimiert
(Abb. 4), so dass weder HMB45 noch Melan A die Screeningfunk-
tion von Anti-S100 ersetzen kénnen. Im Gegensatz zu Anti-S100
markieren HMB45 und Melan A weder Langerhanszellen noch
interdigitierende Retikulumzellen, noch Schwannsche Zellen im
SLK. Ndvuszellen reagieren mit HMB45 meist nicht oder nur sehr
diskret. Ausnahmen, analog etwa den kraftig HMB45-positiven
Ndvi coerulei der Haut, existieren jedoch auch im Lymphknoten.
In beiden Dermatopathologielabors, in Los Angeles und in Augs-
burg, wird HMB45 gegeniiber Melan A favorisiert [7], da die An-
wendung des ersteren Markers keiner besonderen Vorbehand-
lung (z.B. Mikrowellen- oder Dampfdruckerhitzung) der Paraf-
finschnitte bedarf, wodurch deren Mikromorphologie besser er-
halten bleibt. Vor allem bei der Untersuchung von inguinalen
und iliakalen Lymphknoten bleibt noch zu beriicksichtigen, dass

Abb.3 Beispiele
S100-positiver nicht-
maligner Zellen im
= SLK. In typischer

- Lokalisation inner-
halb des Bindegewe-
bes der Lymphkno-
tenkapsel imponiert
eine umschriebene
Ansammlung von
Névuszellen. Im Para-
kortex des Lymph-
knotenparenchyms
zeigen sich einige
interdigitierende
Retikulumzellen in
disseminierter Ver-
teilung.

Abb.4 Partiell HVIB45-positive Melanommikrometastase (Klassifika-
tion Sl nach der vereinfachten Definition). Die hier epitheloiden Mela-
nomzellen finden sich subkapsuldr im Gegensatz zur meist intrakapsu-
ldren oder trabekuldren Lokalisation von Névuszellen. Zu beachten ist
die von Melanomzelle zu Melanomzelle sehr variable Expression des
von HMB45 erkannten Epitops.

trabekuldre Kalzifikationen nicht selten mit extrazelluldrer
HMB45-Reaktivitdt einhergehen [7]. Ansonsten sind S100- und
HMB45-positive Zellen bei typischer Lokalisation im SLK (s. 0.)
selbst dann als Melanomzellen anzusprechen, wenn weitere Ma-
lignitdtskriterien wie Zell- und Kernpleomorphie, atypische Mi-
tosen oder Stromareaktion fehlen.

Mikromorphometrie und S-Klassifikation [14,18,19]

Falls sich Malignomzellen in einem oder mehreren SLKs eines
Patienten finden, so ldsst sich auf der Basis einfach zu bestim-
mender mikromorphometrischer Parameter eine exakt definier-
te S-Klassifikation vornehmen (Abb. 2). Dies erfordert einen zu-
sdtzlichen Zeitaufwand von nur wenigen Minuten, ferner ein
Okularmikrometer, das zur Standardausriistung jedes Dermato-
histologielabors gehort. Wesentlich zeitaufwdndiger wdren da-
gegen klassische volumetrische Messungen nach dem Cavalieri-
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schen Prinzip. Zudem scheitert deren Routineeignung an der Ab-
hdngigkeit von speziellen mikroskopassoziierten Zusatzausstat-
tungen oder Hilfsmitteln, die nicht regelhaft vorausgesetzt wer-
den kénnen.

Als Determinanten fiir die originale S-Klassifikation [14,18] wer-
den folgende zwei Parameter dokumentiert: 1. die Zahl n derje-
nigen 1 mm diinnen SLK-Scheiben, in denen sich Tumorzellen
eindeutig nachweisen lassen, 2. die maximale Invasionstiefe d,
gemessen in Millimetern zwischen dem Innenrand der SLK-Kap-
sel und der am tiefsten in Richtung SLK-Zentrum vorgedrunge-
nen Tumorzelle, soweit an den zweidimensionalen Lymphkno-
tenschnitten mdglich. Bei Vorliegen mehrerer SLKs in einer
Lymphknotenstation entspricht n der Summe der fiir jeden ein-
zelnen SLK bestimmten Einzelzahlen, d dem Maximum der je-
weils gemessenen Eindringtiefen. Fiir SLKs in unterschiedlichen
Regionen werden die jeweils zugehorigen Parameter n und d ge-
trennt dokumentiert, zumal sie regionenbezogene Aussagen
zum Risiko noch nachgeschalteter Metastasen in Non-Sentinel-
Lymphknoten ermoglichen. Auch die S-Klassifikation wird somit
separat fiir jede Lymphknotenstation bestimmt, in denen SLKs
gefunden wurden. Sie ist wie folgt definiert:
- SO entspricht dem Fehlen (immun-)histologisch
nachgewiesener Tumorzellen (n=0),
- S1 dem lokalisiert peripheren Befall mit n<2 und d<1 mm,
- S2 dem ausgedehnt oder multifokal peripheren Befall mit
n>2 und d<1mm, und
- S3der tiefer als 1 mm unter Kapselniveau reichenden
Metastasierung (d > 1 mm).

Als nahezu gleichwertig hinsichtlich der prognostischen Aussa-
gekraft (s. unten) erwies sich folgende eindimensional verein-
fachte Modifikation der S-Klassifikation, die als Unterschei-
dungsmerkmal zur originalen S-Klassifikation mit rémischen
Zahlen gekennzeichnet ist [19]:
— SO0 unterscheidet sich nicht von o.g. Definition fiir SO,
- Sl entspricht dem duRerst peripheren Befall mit d <0,3 mm,
- SII dem bereits etwas tiefer reichenden Befall mit
0,3mm <d<1mm, und
- SIII, wie bei S3, der tiefer als 1 mm unter Kapselniveau
reichenden Metastasierung.

Diese dem Breslow-Prinzip bei der T-Klassifikation des Primar-
melanoms entsprechende Definition ist auch dann anwendbar,
wenn Zuschnitt und Aufarbeitung der SLKs von den geschilder-
ten, in Augsburg etablierten Standards abweichen. Vorausset-
zung sind lediglich geeignete Paraffinschnittserien mit jeweils
moglichst vollstindig erhaltener Profilfliche des SLK, um auch
kleine Metastasen in ihrem mikrotopografischen Bezug zur
Lymphknotenkapsel reprasentativ erfassen zu kénnen.

Bisherige Erfahrungen mit der vereinfachten S-Klassifikation
im Uberblick

Wenngleich sich analoge Tendenzen auch fiir andere Hautmalig-
nome abzeichnen [9,15], beschrdnken sich statistisch {iberpriif-
bare Erfahrungen naturgemafs bislang auf das maligne Melanom.
Beziiglich der Haufigkeitsverteilung und prognostischen Wertig-
keit der originalen S-Klassifikation diirfen wir auf unsere Publi-
kationen aus dem Jahr 2001 verweisen [18,20]. Die folgenden

Angaben beziehen sich auf die oben beschriebene, eindimensio-
nal nach dem Parameter d definierte Modifikation der S-Klassifi-
kation [19].

Bei 508 Melanompatienten wurden an unserer Klinik insgesamt
957 SLKs aus 598 Lymphknotenregionen untersucht. Bei 107 die-
ser 508 Patienten fand sich mindestens ein melanompositiver SLK
(21,1%). Fiir die S-Klassifikation ergab sich folgende Verteilung:
488 x50(81,6%),33 x SI(5,5%),40 x SI[ (6,7 %) und 37 x SII (6,2 %).
Alle 126 SLKs von 60 Patienten mit Melanomen bis zu 0,75 mm
Tumordicke nach Breslow erwiesen sich als tumorfrei (SO). Dage-
gen fand sich unter 96 Patienten mit Melanomen zwischen 0,76
und 1 mm Tumordicke in immerhin 13 Fidllen (13,5%) jeweils
mindestens ein melanompositiver SLK (8 x SI, 4 x SII, 1 x SIII), so
dass die Indikation zur Durchfithrung der SLNE heute fiir alle
Primarmelanome ab 0,76 mm nach Breslow gestellt werden
muss, ausgenommen die seltenen Falle mit bereits klinisch fass-
baren extrakutanen Metastasen. Mit ansteigender Breslow-Tu-
mordicke steigen sowohl der Prozentsatz melanompositiver
SLKs insgesamt als auch der Anteil SIlI-klassifizierter SLKs. Bei 20
von 50 Patienten mit Melanomen iiber 4 mm Tumordicke fand
sich mindestens ein melanompositiver SLK (40%). Die in dieser
Gruppe untersuchten 90 SLKs entstammten 64 Lymphknotenre-
gionen. Fiir die S-Klassifikation ergab sich folgende Verteilung:
43x50(67,2%),2xSI(3,1%),7 x SI1(10,9%) und 12 x SII (18,8 %).

Von den 401 Patienten mit ausschlieRlich SO-klassifizierten SLKs
entwickelten bei einer medianen Nachbeobachtungszeit von 40
Monaten bislang vier Patienten (1%) im weiteren Verlauf den-
noch regiondre Lymphknotenmakrometastasen. In den SLKs die-
ser Patienten lieBen sich trotz einer zweiten akribischen Suche
unter Einschluss weiterer Stufenschnitte und der Tyrosinase-RT-
PCR (s. unten) weiterhin keine Melanomzellen nachweisen, so
dass zwei andere Erkldarungsmoglichkeiten bleiben: 1. Nicht alle
SLKs wurden identifiziert und operativ entfernt. 2. Ausgangs-
punkt der Metastasierung kénnen Melanomzellen im Bereich
der Intransit-Lymphwege gewesen sein, die erst nach SLNE in
die Lymphknotenregion gelangten.

Die prognostische Bedeutung der vereinfachten S-Klassifikation
wurde an 103 Patienten mit in Los Angeles melanompositiv vordi-
agnostizierten SLKs durch nachtragliche mikromorphometrische
Eingruppierung in die entsprechenden S-Kategorien {iberpriift.
Der Untersucher verfiigte vor Bekanntgabe seiner Ergebnisse
iiber keinerlei Zusatzinformation. Die Patientendaten einschlief3-
lich der Verldufe iber median 61 Monate wurden danach ergdnzt
und mit der jeweils ermittelten S-Klassifikation korreliert.

Wie schon bei der urspriinglichen, am Augsburger Patientenma-
terial vorgenommenen S-Klassifikation [18,20] erwies sich auch
die vereinfachte S-Klassifikation als fiihrender Vorhersagepara-
meter fiir das Risiko noch nachgeschalteter Metastasen in der
jeweiligen Lymphknotenstation. Das sehr geringe Risiko bei SI-
klassifizierten SLKs (0 von 22 Patienten dieser Studie) veranlass-
te uns zur Initiierung einer prospektiv randomisierten Multizen-
terstudie, in der iiberpriift werden soll, ob bei SLKs mit SI-Mela-
nombefall ohne Nachteil fiir die betroffenen Patienten auf die
bisherige Praxis der radikalen Komplettierungslymphadenekto-
mie verzichtet werden kann. Ganz anders verhdlt es sich bei SIII-
klassifizierten Patienten, bei denen in iiber 50% nach Komplet-
tierungslymphadenektomie im Dissektat weitere Non-Sentinel-
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Lymphknotenmetastasen gefunden werden. Letztere ist somit
auBler bei zwingenden Kontraindikationen oder bei strikter Ab-
lehnung von Seiten des Patienten absolut und dringend indiziert,
wenn in mindestens einem SLK eine SIlI-Metastase diagnosti-
ziert wurde.

Auch fiir das Gesamtiiberleben erwies sich in Multivarianzanaly-
sen die modifizierte S-Klassifikation als hochsignifikanter unab-
hdngiger Prognosefaktor, ebenso wie die Breslow-bezogene
T-Klassifikation der Primdrmelanome. Die gleichgewichtete ad-
ditive Kombination aus S- und T-Klassifikation erlaubte unter
den Patienten mit melanompositiven SLKs die Differenzierung
zwischen einer Niedrigrisikogruppe mit einer 10-Jahres-Uberle-
bensrate von etwa 90% und einer Hochrisikogruppe mit einer
entsprechenden Rate von nur etwa 40%. Dies wird bei der Strati-
fizierung und Selektion von Melanompatienten in laufenden und
zukiinftigen adjuvanten Therapiestudien beriicksichtigt werden
miissen.

Tyrosinase-RT-PCR als Erginzung zur histologisch/
immunhistochemischen Diagnostik

Wie bereits eingangs erwdhnt, ist der Nachweis von Tyrosinase-
mRNA durch RT-PCR per se kein Beweis fiir das Vorkommen von
Melanomzellen im SLK, sondern kann insbesondere auch durch
nodale Navuszellen bedingt sein [4,17,22]. Die Tyrosinase-RT-
PCRz.B. aus einem halben SLK ohne engen Abgleich zu mikromor-
phologischen Untersuchungen ist somit im Individualfall nicht
diagnostisch verwertbar und beeintrachtigt zudem die Sensiti-
vitdt der histologisch/immunhistochemischen SLK-Auswertung
durch irreversiblen Gewebsverbrauch. Von uns wurde deshalb
eine Methode entwickelt, um RNA aus Paraffinschnitten zu extra-
hieren und durch nested RT-PCR auf die Prdasenz von Tyrosinase-
mRNA hin zu analysieren [22]. Solcherart gewonnene molekular-
biologische Ergebnisse lassen sich mit den histologisch/immun-
histochemischen Befunden aus angrenzenden Paraffinschnitten
direkt korrelieren. Speziell erlaubt die Detektion von Tyrosinase
mRNA einen Hinweis auf potenziell falsch negative histologische
Diagnosen beziiglich Melanom- wie auch Ndvuszellen. Es ware
dann ggf. eine diagnostische Korrektur durch eine nochmalige
akribische mikroskopische Befundung der bereits untersuchten
oder auch neu angefertigter Schnitte moglich. Die oben beschrie-
bene Mikromorphometrie und die S-Klassifikation werden durch
ein solches Procedere in keiner Weise behindert.

Nach unserer Auffassung bilden in der hier skizzierten Weise die
Tyrosinase-RT-PCR und vermutlich auch der selektive Nachweis
weiterer RNA-Zielmolekiile durchaus eine diagnostisch wertvol-
le Ergdnzung zur Histologie und Immunhistochemie, deren Pri-
mat fiir die definitive Identifikation von Melanomzellen im SLK
und damit auch fiir die S-Klassifikation jedoch nicht infrage ge-
stellt werden sollte.
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