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1. Einleitung

Die Inzidenz des malignen Melanoms ist weltweit in den letzten 30 Jahren stark gestiegen.
Insbesondere in Lédndern, deren Bevolkerung europdischen Ursprungs (kaukasischer
Hauttyp) ist, stellt diese Erkrankung ein wichtiges Gesundheitsproblem dar. In einigen
Landern verdoppelt sich die Inzidenz alle 10-15 Jahre, wobei das maligne Melanom
insgesamt die schnellste Zunahme aller malignen Tumoren, nach dem Lungen- und dem
Brustkrebs bei der Frau, besitzt.

In den USA wurde das Risiko fiir einen Menschen, wihrend seines Lebens an einem
malignem Melanom zu erkranken, fiir das Jahr 2000 auf 1/75 geschétzt [Rigel et al., 1996],
wihrend in einigen Regionen Australiens und Neuseelands jdhrlich 50 neue Fille von
Melanomen auf 100000 Einwohner kommen [Diepgen und Mahler, 2002].

Einer der bedeutensten Aspekte bei der Betrachtung dieses Trends ist die Tatsache, dass
zunehmend relativ junge Erwachsene an einem malignen Melanom erkranken. Das mittlere
Lebensalter eines heute an einem malignen Melanom erkrankten Patienten liegt im Bereich
von 50 Jahren und ist damit im Vergleich zum Manifestationsalter anderer maligner
Tumore relativ niedrig.

Die Mortalitditsrate fiir das maligne Melanom bei Fauen ist in den letzten Jahren gefallen,
wéhrend sie fiir die Méanner weiterhin steigt. Die Abnahme der Mortalitdtsrate wird mit der
gesteigerten sekundédren Prévention und der damit verbundenen fritheren Diagnose des
Tumors erklért, der heute schon bei relativ geringer Tumordicke erkannt werden kann
[Kolmel et al., 2001].

Die klinische Differentialdiagnose melanozytirer Hauttumoren stellt auch fiir den
erfahrenen Dermatologen oftmals ein schwieriges Problem dar. Uber 70 gut- und bésartige
Hauttumoren koénnen klinisch-makroskopisch eine Ahnlichkeit mit dem malignem
Melanom zeigen, so dass die liberaus wichtige Frage nach der Dignitét eines Tumors in
Grenzfillen klinisch auch bei Einsatz zusatzlicher technischer Methoden wie zum Beispiel
Auflichtmikroskopie oder Sonographie nicht sicher geklart werden kann [Pizzichetta et al.,
2002; Argenziano et al., 1999].

Die endgiiltige Diagnose und Dignitétsbestimmung einer melanozytiren Lésion erfordert
somit die Exzision und zwingend eine anschlieBende histologische Untersuchung, die nach
wie vor den Goldstandard in der Diagnostik darstellt.

Aber selbst dabei ergeben sich in der Differentialdiagnose Schwierigkeiten, da auch die

histologische Untersuchung nicht immer eindeutig benigne melanozytire Tumoren bzw.
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Naevi vom malignen Melanom unterscheiden 14Bt. Selbst unter Experten der Dermato-
histopathologie wird oft keine Ubereinstimmung in der Diagnose erreicht [Farmer et al.,
1996; Ackerman, 1996].

Auch durch eingefiihrte Untersuchungen mit melanozytenspezifischen Antikérpern gegen
S-100 Protein, HMB 45, Melan-A oder Tumorsupressorgene wie p53 und anderen
Agenzien im Rahmen der Immunhistochemie konnte bisher keine signifikante
Verbesserung bei der Dignitdtsbestimmung erreicht werden [Kahn et al., 1984; Gown et
al., 1986; Colombari et al., 1988; Ruiter und Brocker, 1994].

Aus diesem Grunde besteht auch im Rahmen der Histologie weiterhin der Bedarf an
diagnostischen Hilfsmitteln, die durch hoéhere Sensitivitit und Spezifitit eine bessere,
moglichst eindeutige Dignitédtsbestimmung des melanozytdren Tumors ermdglichen.

Dies wird illustriert durch eine statistische Auswertung von Konsilanfragen aus den
Monaten 9/1999-9/2000, die von Pathologen und Dermatohistopathologen aus ganz
Deutschland an die Klinik fiir Dermatologie und Venerologie der Medizinischen
Universitit zu Liibeck zur Mitbegutachtung geschickt wurden: Hierbei wurde insbesondere
eine Stellungnahme zur Diagnose melanozytirer Tumoren erbeten, wobei die
Differentialdiagnose benigner Naevus vs. malignes Melanom im Vordergrund stand.
Offensichtlich bereitete hierbei der Naevus Spitz differentialdiagnostisch die grossten
Schwierigkeiten. Die Differenzen in der Beurteilung beziiglich der Dignitdt waren bei
keiner anderen Differentialdiagnose der melanozytiren Tumore derart grofl (Tabelle 1.1
und 1.2 auf Seite 6).

Aus diesem Grund beschéftigt sich diese Arbeit mit der histologischen Differentialdiagnose

zwischen dem benignen melanozytiren Tumor Naevus Spitz und dem malignem Melanom.



Gesamtzahl: 447

Davon:

Melanozytire Tumoren/Naevi 349
Sonstige Tumoren 54
Entziindliche Dermatosen 44

Tabelle 1.1.: Konsiliaruntersuchungen der Medizinischen Universitit zu Liibeck im
Zeitraum 9/1999 — 9/2000

Naevus Spitz vs. malignes Melanom 80
Dysplastischer Naevus vs. malignes Melanom 50
Naevus vs. malignes Melanom 70

Tabelle 1.2.: Hiufigste Differentialdiagnosen der Konsiliaruntersuchungen

Benigne Tumoren sind definiert als lokalisierte Proliferation von Zellen eines Typs, die
einen Grad kontrollierten autonomen Wachstums bei normaler Differenzierung besitzen.
Benigne Tumoren, die mehr als nur einen Zelltyp aufweisen, werden unter dem
Oberbegriff Hamartome zusammengefafit [MacKie, 1998].

Néher definiert wird unter einem Hamartom die geschwulstdhnliche Fehlbildung eines
Organs bzw. Organsystems infolge einer fehlerhaften Differenzierung und Hyperplasie
ortsstindigen Keimmaterials verstanden. Klassische kongenitale Navi entsprechen dieser
Definition; sie zeigen neben der Vermehrung von Melanozyten meist auch Hyperplasie der
Epidermis und Vermehrung sowie Hyperplasie von Hautadnexen, insbesondere der
Haarfollikel. Hamartome zeigen primir keine Wachstumsautonomie. In ihnen, wie zum
Beispiel beim kongenitalen Naevus, konnen herdformig jedoch auch maligne Tumore

auftreten.



Die melanozytidren Tumoren/Naevi konnen daher interpretiert werden:
- als Hamartome: klassische kongenitale Navi
- als benigne Tumoren der Melanozyten: erworbene melanozytire Naevi

- als maligne Tumoren der Melanozyten: maligne Melanome

Es gibt betridchtliche Variationen in Art und Anzahl melanozytirer Naevi zwischen
einzelnen Menschen. Die Mechrzahl dieser Naevi tritt nach der Geburt auf, wobei eine
grole Anzahl von Naevi aufler mit der genetischen Disposition beziehungsweise dem
Hauttyp, mit der Sonnenexposition wihrend der Kindheit und hormonellen Einfliissen in
der Pubertit assoziiert wird [Tronnier, 1996; Goldman und Richfield, 1951]. Das Auftreten
von melanozytiren Naevi variiert mit dem Alter [Maize und Foster, 1979]. Bei
Neugeborenen sind sie selten, sie entwickeln sich zunehmend wéhrend der Kindheit und
Pubertédt [Lund und Stobbe, 1949]. Im mittleren Erwachsenenalter stellt sich ein Plateau
ein, wihrend alte Menschen immer weniger neue Naevi bekommen und es zu Riick-
bildungen kommt [Shelly, 1960; Nicholls, 1973].

Histopathologisch werden melanozytdre Naevi in drei Gruppen eingeteilt. Beim Junktions-
typ befinden sich die Nester der Melanozyten in der Basalzellschicht beziechungsweise in
der dermoepidermalen Junktionszone der Haut. Die Nester beim melanozytiren Naevus
vom Compoundtyp kommen in der Junktionszone der Epidermis und im Korium vor. Der
dermale Typ ist durch ausschlieBlich im Korium liegende melanozytire Nester

charakterisiert.

Bei dem in dieser Arbeit interessierenden Naevus Spitz handelt es sich um eine besondere
Art eines melanozytiren Névus, der seit seiner Erstbeschreibung als ,,juveniles Melanom*
vor iiber 50 Jahren [Spitz, 1948] weiterhin zur ,,Uberdiagnostizierung* von Melanomen
fiihrt und eine zentrale Rolle bei der histologischen Differentialdiagnose zum malignen
Melanom nicht nur in der Kindheit spielt.

Bereits 1910 hatten die franzosischen Dermatologen Civatte und Darier einen knotigen,
roten, schnell wachsenden Tumor auf der Nase eines achtjahrigen Jungen beschrieben.
Histologisch war der Tumor durch fusiform angeordnete ,,Naevuszellen* charakterisiert
[Darier und Civatte, 1910]. Beide waren nicht in der Lage, eine Entscheidung zu treffen,
ob dieser Tumor nun ein Navus oder ein malignes Melanom war. Zu dieser Zeit wurde
ein solcher Tumor immer als malignes Melanom eingeordnet. Es wurde jedoch mit der Zeit

offensichtlich, dass melanozytire Lésionen bei Kindern mit dem gleichen histologischen
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Erscheinungsbild wie maligne Melanome bei Erwachsenen, ein vollig anderes, benignes
biologisches Verhalten zeigten. Einziges Unterscheidungskriterium war das Alter des
Patienten, was Pack und Anglem 1939 dazu veranlasste, ein Konzept von prapubertalem
und postpubertalem Melanom zu entwickeln [Pack und Anglem, 1939]. Alle Pigmentmale
wurden zu dieser Zeit schon im jugendlichen Alter entfernt, um einer moglichen malignen
Entartung im Erwachsenenalter vorzubeugen.

1948 war es dann Sophie Spitz, die als erste eine vergleichende Studie aufbaute, um ein
morphologisches Kriterium zu finden, welches zwischen dem malignem Melanom im
Kindesalter und dem malignen Melanom im Erwachsenenalter histologisch unterscheiden
kann. In der Originalpublikation im American Journal of Pathology mit dem Titel
»Melanomas in Childhood* beschrieb Sophie Spitz mehrere histologische Charakteristika
der Lasionen, die sie juvenile Melanome nannte [Spitz, 1948]. Einziges histologisches
Unterscheidungsmerkmal zum malignen Melanom des Erwachsenen war fiir Sophie Spitz
nur die Prasenz von Riesenzellen in juvenilen Melanomen. Zu diesem Zeitpunkt war Spitz
weiterhin von der Malignitit der juvenilen Melanome iiberzeugt und begriindete den
benignen Verlauf mit einem geschlechtsgebundenem hormonellen Effekt.

1949 ordnete Allen, der Ehemann und Mitarbeiter von Sophie Spitz, juvenile Melanome in
die Kategorie benigner melanozytirer Lasionen ein, da sie vor der Pubertét auftraten und
sich aufgrund ihres gutartigen Verlaufs nicht wie maligne Melanome verhielten [Allen,
1949].

Weiterhin wurde jedoch geglaubt, dass juvenile Melanome nur vor der Pubertét auftreten
und histologisch gleichartige Lasionen im Erwachsenenalter einem malignem Melanom
entspriachen.

1953 wurde erstmals das Auftreten eines juvenilen Melanoms im Erwachsenealter
beschrieben [Allen und Spitz, 1953], woraus beide Autoren schlossen, dass das Alter nicht
fiir die Dignititsbestimmung des Tumors ausschlaggebend sein durfte. Sie fanden neue
histologische Charakteristika wie zum Beispiel (1) Odem und Teleangiektasien, (2) scharfe
Begrenzung des Tumors, (3) geringe Pigmentierung, (4) geringe Eindringtiefe des Tumors,
(4) groBe Zellen mit basophilem, myogen erscheinendem Zytoplasma und (5)
oberflachliche Riesenzellen, um zwischen benignen juvenilen Melanomen und Melanomen
bei Erwachsenen zu unterscheiden [Allen und Spitz, 1953]. Dennoch gab es weiterhin
benigne juvenile Melanome, die nicht vom Melanom des Erwachsenen unterschieden
werden konnten. Dies war der Anstol3 flir viele Forschungsarbeiten, den diagnostischen

Schliissel in dieser Fragestellung zu finden.

-8-



McWorther und Woolner schlugen 1954 vor, benigne juvenile Melanome in 1. Epitheloid-
zell-Typ und 2. Spindellzell-Typ zu unterteilen, da sich die Tumore aus diesen Zelltypen
zusammensetzten. Ebenfalls beschrieben sie zwei weitere Charakteristika: Maturation der
Zellen und superfizielle Mitosen, mit denen benigne juvenile Melanome von malignen
Melanomen unterschieden werden konnten [McWorther und Woolner, 1954].

Im gleichen Jahr wurden benigne juvenile Melanome von Hellwig erstmals als ,,spindle
cell nevus® bezeichnet [Hellwig, 1954]. Kernen und Ackerman iibernahmen den von
Hellwig vorgeschlagenen Namen und reklassifizierten 1960 27 juvenile Melanome in
»spindle cell nevi“ und ,,epithelioid cell nevi“ [Kernen und Ackerman, 1960].

1967 wurde dann vom Komitee des Queensland Melanoma Projekts eine standardisierte
Nomenklatur und Klassifikation fiir Muttermale und Melanome vorgelegt, in der fiir
benigne juvenile Melanome erstmals der Name ,Naevus Spitz verwendet wurde
[McGovern et al., 1967].

Heute wird dieser melanozytire Tumor aufgrund seiner benignen Dignitdt als Spindel-
zellnaevus Spitz oder Naevus Spitz bezeichnet. Er stellt eine Variante des Compound
Naevus dar, der histologisch einem malignem Melanom duBerst dhnlich sieht [MacKie et
al., 1998].

Es hat sich mittlerweile gezeigt, dass Naevi Spitz in allen Altersschichten vorkommen
konnen. Wegen der schon von Sophie Spitz beschriebenen zytologischen Variabilitdt der
melanozytiren Zellen ist der Naevus Spitz sicher histologisch eine der schwierigsten
Differentialdiagnosen zum malignen Melanom. Die korrekte Differentialdiagnose ist aber
von grofiter Bedeutung, da ein vollig gegensétzliches biologisches Potential und somit
prognostische Erwartungen von absolut benigne (N.Spitz) bis hin zu hochmalignen, mit
moglicher Todesfolge (malignes Melanom) besteht.

Die bevorzugte Lokalisation des Naevus Spitz sind das Gesicht und die Extremitéiten. Mit
zundchst oft raschem Wachstum entwickelt sich in Wochen bis Monaten ein meist nur
erbsgro3es Knodtchen, das dann in seiner Grof3e iiber Jahre bestehen bleibt.

Die klinische Differentialdiagnose eines Naevus Spitz ist umfangreich und umfasst zum
Beispiel ein juveniles Xanthogranulom, Histiozytom, Granuloma pyogenicum oder ein
Leiomyom. Ein amelanotisches Melanom muf} allerdings auch in Betracht gezogen werden

(siche Abb. 1.1-1.6 auf Seite 10).



Abb. 1.3: Amelanotisches Melanom Abb. 1.4: Granuloma pyogenicum

Abb. 1.5: Juveniles Xanthogranulom Abb.1.6: Leiomyosarkom

Abb. 1.1-1.6: Klinische Differentialdiagnosen des Naevus Spitz (Beispiele)

Die Abtrennung vom malignen Melanom ist dennoch eher ein histopathologisches als
klinisches Problem. Histopathologisch unterscheidet man Naevi Spitz vom junktionalen,
Compound und dermalen Typ. Die Unterscheidung erfolgt nach der Lokalisation der
ndvoiden Zellen in den verschiedenen Hautschichten. Melanozyten rein intraepidermal
beschreiben den junktionalen Typ. Melanozyten sowohl intraepidermal als auch dermal
beschreiben den Compound Typ, wihrenddessen Melanozyten rein dermal lokalisiert den

dermalen Typ beschreiben.
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Naevi Spitz unterscheiden sich von anderen Typen erworbener Naevi in mehreren Punkten.
Die typischen architektonischen Merkmale von Naevi Spitz sind (1) Symmetrie des
Tumors, (2) scharfe seitliche Begrenzung, (3) kompakte Orthokeratose, (4)
Hypergranulose, (5) unregelméBige epidermale Hyperplasie, (6) Spaltbildung zwischen
elongierten Melanozytennestern und umgebenden Keratinozyten sowie -weniger konstant-
(7) ein Odem in der oberen Dermis, (8) Teleangiektasien und (9) ein relativ dichtes
perivaskulires Infiltrat aus Lymphozyten.

Zytologisch typische Merkmale sind vergroBerte Melanozyten mit groen Zellkernen und
reichlich umgebenem Zytoplasma, die in auffillig wiederholten ovalen, runden und
polygonalen Formen auftreten. Ein hiufiges Vorkommen mehrkerniger Melanozyten ist
ebenfalls beschrieben. Charakteristisch sind fischzugartige Wirbel von Spindelzellen und
eine meist relativ geringe Pigmentbildung. Die Zellen konnen jedoch auch epitheloide
Formen besitzen (siche Abbildung 2 und 2.1). In ungefdhr 70% aller Naevi Spitz vom
junktionalen und Compound Typ findet man in der Epidermis plumpe homogen
eosinophile Globuli, die nach ihrer Erstbeschreiberin, Hideko Kamino, Kamino-bodies

genannt werden [Kamino et al., 1979].

Abbildung 2: Naevus Spitz, Junktionstyp (7433/99)

Domf6rmig, symmetrisch aufgebauter und zu beiden Seiten scharf begrenzter Tumor mit
epidermaler Hyperplasie, Hypergranulose. Ndvoide Zellelemente ausschlieBlich junktional.

(HE x20)
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Abbildung 2.1: Naevus Spitz, Junktionstyp (7433/99)
AusschnittsvergroBerung mit Darstellung spindelzelliger/epitheloidzelliger in Nestern
angeordneter Melanozyten nicht nur rein basal sondern, auch in hoheren Epithelschichten.

(HE x100)

Der Naevus Spitz wird aufgrund seiner histologischen Ahnlichkeit zum malignen
Melanom auch der Gruppe der benignen Melanom-Imitatoren zugeordnet [Panagio-
Perreira et al., 1978; Paredes und Hartmeier, 1998]. Andere Imitatoren sind zum Beispiel
der dysplastische Naevus, der Naevus recurrens, genitale und akrale Naevi oder der Halo-
Naevus (Sutton-Naevus) (siehe Tabelle 1.3.1 auf Seite 13)."°

Zu jedem Melanomimitator konnen differentialdiagnostische Kriterien erarbeitet werden,

die allerdings keine absolute Sicherheit geben.
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Naevus Spitz

Dysplastischer Navus (,,Naevus Clark*)

Névus recurrens (Rezidivnaevus, persistierender Niavus) [Kornberg und Ackerman, 1975]
Pigmentierter Spindelzelltumor Reed

Névus mit genitoanaler Lokalisation [Christensen et al., 1987]

Akraler Navus [Kerl et al., 1984]

Halo-Naevus (Naevus Sutton)

»deep penetrating nevus* [Saeb et al., 1989]

Blaue Nidvi und Varianten [Gonzales-Campora et al., 1994]

Névus beim Neugeborenen [Kerl et al., 1989]

»ancient nevus® [Kerl et al., 1993]

Naevus nach UV-Exposition, PUVA-Therapie [ Tronnier und Wolff, 1995]
Retikuldre Lentigo (,,ink-spot lentigo®) [Kaddu et al., 1995]

Tabelle 1.3.1: Benigne Melanom-Imitatoren

Das maligne Melanom ist der bosartige Tumor der epidermalen Melanozyten. Es gehort zu
den bosartigsten Neoplasmen der Haut und der Schleimhaute [MacKie, 1998]. Aufgrund
seines invasiven Wachstums und friihzeitiger lymphogener und/oder hidmatogener
Metastasierung besitzt es bei verzogerter Diagnosestellung eine schlechte Prognose. Der
sicherste prognostische Parameter fiir ein priméres kutanes malignes Melanom ist die
Bestimmung der maximalen Tumordicke nach Breslow. Mittels Messokular wird am
histologischen Priparat in vertikaler Richtung (im 90° Winkel zur Epidermisoberfliche)
die Entfernung vom Stratum granulosum der Epidermis bis zur tiefstliegenden Tumorzelle
gemessen. Die Tumordicke nach Breslow wird in mm angegeben. [Breslow, 1979;
Breslow, 1975].

Maligne Melanome treten bei Menschen asiatischen und afrikanischen Ursprungs sehr viel
seltener auf als bei Individuen mit kaukasischem Hauttyp [MacKie, 1997].

Vor der Pubertdt kommt das maligne Melanom selten vor, es entsteht bei ca. 50% der Fille
auf einem kongenitalen Naevus.

Atiologisch wird die Belastung durch natiirliche solare UV-Strahlung als groBtes Risiko
fiir die Entstehung eines malignen Melanoms angesehen. Wiederholten schweren Sonnen-
bridnden, insbesondere in der Kindheit und im frithem Erwachsenenalter wird dabei grof3e
Bedeutung beigemessen [Kopf et al., 1984].

Die hiufigsten Lokalisationen des malignen Melanoms differieren bei Frauen und
Minnern. Frauen bekommen bevorzugt maligne Melanome im Gesicht und an den Beinen,

Mainner an den oberen Rumpfpartien. Es kann jedoch jede Hautstelle betroffen sein, auch
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an der Mund- und Genitalschleimhaut konnen primédre Melanome entstehen. Maligne
Melanome gibt es auch im Bereich des Auges.

Das maligne Melanom weist eine aullerordentliche morphologische Vielfalt auf, die seine
klinische und pathologische Diagnose oft schwierig macht.

Clark et al. haben 1969 unter klinischen und histopathologischen Gesichtspunkten das
maligne Melanom in drei Gruppen unterteilt: das superfiziell spreitende Melanom (SSM),
das primar noduldre Melanom (NM) und das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) [Clark et
al., 1969]. Reed et al. fligten 1975 eine vierte Gruppe hinzu: das akrolentigindse maligne
Melanom (ALM) [Reed et al., 1975].

Es gibt jedoch Varianten des malignen Melanoms, die nicht in diese Klassifikation
eingereiht werden konnen. So zum Beispiel das amelanotische maligne Melanom (AMM)
und das desmoplastische maligne Melanom, die seltener und sowohl klinisch als auch
histopathologisch besonders schwierig zu diagnostizieren sind.

Zu diesen Varianten zdhlt auch das (echte) maligne Melanom in der Kindheit.

Speziell das maligne Melanom in der Kindheit kann einen Naevus Spitz imitieren und wird
dann héufig als ,,spitzoides” malignes Melanom bezeichnet (siche Abbildung 3 und 3.1 auf
Seite 15). Es wird der Gruppe der malignen Naevus-Imitatoren zugeordnet, die in Tabelle

1.3.2 auf Seite 14 aufgelistet sind.

,»Spitzoides™ Melanom
,Maligner blauer Naevus*
Spindelzell-Melanom
Rezidiv-Melanom
,,Halo-Melanom*
Genitales Melanom
Akrales Melanom
Irritiertes Melanom
UV-expon. Melanom
Neugeborenen-Melanom
Melanom in Naevus

Tabelle 1.3.2: Maligne Naevus-Imitatoren
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Der Naevus Spitz kann, wie schon bemerkt, in jedem Lebensalter auftreten, so dass sich
auch im Erwachsenenalter die Differentialdiagnose Naevus Spitz vs. malignes Melanom
stellt [Paredes und Hardmeier, 1998].

Hieraus ergibt sich das Problem, wie in solchen Grenzfillen die richtige Diagnose gestellt
werden kann.

Der Histopathologe diagnostiziert diese oft so schwierigen Fille anhand architektonischer
und zytologischer Merkmale, die in Tabelle 1.4 dargestellt sind.

Diese Merkmale rein deskriptiven Charakters filhren jedoch oftmals selbst bei den
Experten zu keinem Konsens in der Diagnosestellung [Farmer et al., 1996; Ackerman,
1996], da das ,spitzoide” maligne Melanom und der Naevus Spitz oft mehr
architektonische und zytologische Gemeinsamkeiten aufweisen, als dass sie sich
unterscheiden.

Alle zuvor beschriebenen histopathologischen Charakteristika des Naevus Spitz konnen
auch bei einem ,,spitzoiden* malignen Melanom vorkommen, und umgekehrt kann ein
Naevus Spitz mehrere Charakteristika eines malignen Melanoms aufweisen.

Es handelt sich somit um keine absolut sicheren Kriterien, um zwischen einem Naevus

Spitz und einem malignem spitzoidem Melanom zu unterscheiden.

Abbildung 3: ,,spitzoides malignes Melanom (11362/00)

Relativ scharf begrenzter und symmetrisch aufgebauter Tumor. (HE x20)
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Abbildung 3.1: ,,spitzoides* malignes Melanom (11362/00)

In der Ausschnittsvergroerung erkennt man ein flachiges (,,sheet-artiges*) Wachstum der
melanozytidren Zellen. Zusitzlich deutliche Zellpleomorphien, Zellkernatypien und

vereinzelt Mitosen. (HE x200)
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Malignes Melanom

Naevus Spitz

Architektonisches Muster

e  Asymmetrischer Aufbau
Unscharfe seitliche Begrenzung
Melanozyten durchsetzen einzeln
und in Nestern alle Schichten der
Epidermis und liegen in
unregelmifBigen Abstinden zueinan-
der

e  Nester sind unterschiedlich grof3 und
unterschiedlich konfiguriet

e  Melanozyten mehr einzeln stehend
als zu Nestern aggregiert

e Melanozyten  in suprabasalen
Zellschichten der Epidermis

e  Melanozyten durchsetzen auch die
Adnexepithelien

e  UnregelmifBige  Verteilung  des
Melanins im Gesamttumor

e  Ungleichméfige Verteilung des
Entziindungsinfiltrates

e  Diskontinuierlicher Tumor mit intra-
tumoral gelegenen Epidermisab-
schnitten ohne Melanozyten (,,skip
areas‘

e Grofle kohesive Melanozytenver-
bande im Korium (,,sheets*)

Zytologische Kriterien

e  Polymorphie und Atypie der Mela-
nozyten (grofle, pleomorphe, aniso-
chrome Kerne; oft reichlich Zyto-
plasma)

Mitosen in Melanozyten

Fehlendes Abnehmen der Zell- und
KerngroBe (,,Reifung®, ,,Matura-
tion“) zur Basis des Tumors

Architektonisches Muster

e  Symmetrischer Aufbau

e  Scharfe seitliche Begrenzung

e  Melanozyten liegen vornehmlich in
Nestern mit regelméfigen Abstén-
den zueinander

e Die Nester sind gleich gro3 und
dhnlich konfiguriet

e  Spaltbildung um elongierte Melano-
zytennester und umgebenden Kera-
tinozyten

e Kompakte Orthokeratose, Hyper-
granulose und unregelmifige epi-
dermale Hyperplasie

e RegelmiBige Verteilung des
wenigen Melanins im Gesamttumor

e  GleichmidBige  Verteilung  des
Entziindungsinfiltrates

Zytologische Kriterien

e VergroBerte  Melanozyten — mit
grolen Zellkernen, die in auffillig
wiederholbaren ovalen, runden und
polygonalen Formen auftreten

e Kaum Mitosen in Melanozyten

e Vorkommen von mehrkernigen
Riesenzellen

e  Charakteristische fischzugartige Wir
bel von Spindelzellen/Epitheloid-
zellen

e  Abnehmen der Zell- und Kerngrofie
(,,Reifung®, ,,Maturation) zur Basis
des Tumors

e Haufiges Auftreten eosinophiler
Globuli, Kamino-Bodies

Tabelle 1.4:  Histologische Kriterien fiir die Differentialdiagnose zwischen malignem

Melanom und Naevus Spitz *

*Tabelle modifiziert nach Busam und Barnhill [1995] sowie Tronnier et al. [1997]

Die Frage bleibt somit offen, wann es sich, insbesondere in schwierigen Grenzféillen, um

einen Naevus Spitz und wann es sich um ein ,,spitzoides” Melanom handelt.

Bis jetzt sind keine Antigene bekannt, welche fiir das maligne Melanom streng spezifisch

sind, somit gibt es keine Moglichkeit einer eindeutigen immunpathologischen
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Identifizierung. Die Diagnose stiitzt sich weiterhin auf individuelle Erfahrungswerte,
gewonnen bei benignen und malignen Neoplasmen und unterliegen somit nicht nur
objektiven, sondern letztlich auch subjektiven Kriterien des Histopathologen [Farmer et al.,

1996; Ackerman, 1996].

Malignitét eines Tumors ist definitionsgemil verbunden mit der Kapazitét, invasiv zu
wachsen und zu metastasieren. Untersuchungen bei verschiedenen Tumorformen, wie zum
Beispiel dem Nierenzellkarzinom oder dem Astrozytom, konnten zeigen, das eine
Korrelation zwischen Zellproliferation und Malignitit besteht und sich daher die
quantitative Bestimmung des Proliferationsindex als diagnostisches Hilfsmittel eignet
[Jochum et al., 1996; Wakimoto et al., 1996].

Der Frage, ob mit Hilfe der Proliferationsraten Spitz Naevi und ,,spitzoide* maligne

Melanome unterschieden werden konnen, soll in dieser Arbeit nachgegangen werden.

Hierzu wurde der monoklonale Antikorper Ki-67, Klon MIB-1, als Proliferationsmarker
verwendet. Da hierbei aber sdmtliche proliferierenden Zellen der Epidermis und der
Dermis, also auch Keratinozyten, Fibroblasten und Entziindungszellen markiert werden,
wurde zur besseren Differenzierung proliferierender Melanozyten von Keratinozyten eine
immunhistochemische Doppelfarbug mit Vimentin, Klon V9, und Ki-67, Klon MIB-1,
entwickelt. Vimentin, Klon V9, als Marker flir Zellen mesenchymalen Ursprungs, wurde
hierbei zur Differenzierung zwischen Melanozyten und Keratinozyten herangezogen.
Vimentin stellt Melanozyten dar, wihrend Keratinozyten Vimentin-negativ reagieren.

Mit Hilfe dieser Marker bzw. Farbemethoden soll {iberpriift werden, welchen Stellenwert
die Proliferation von Melanozyten bei der Differentialdiagnose Naevus Spitz vs. malignes

Melanom einnimmt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Auswahl der histologischen Priiparate

Aus einem Kollektiv von ca. 150.000 histologischen Priparaten der Jahre 1996 bis 2001
wurden 270 melanozytdre Naevi der Entitdt Naevus Spitz und 40 maligne Melanome vom
Typ ,,spitzoides* malignes Melanom ausgewahlt.

Das Kollektiv setzt sich aus Einsendungsprdparaten und Pridparaten der Klinik fiir
Dermatologie und Venerologie der Universitidt zu Liibeck sowie der Dermatologischen
Praxis von Prof. Dr. Mensing in Hamburg zusammen.

Die Auswahl der Priparate erfolgte mit Hilfe des histologischen Verwaltungs- und
Archivierungsprogramms ,,HIDIS* an der Universititshautklinik sowie dem Programm
,»GENOPRAX* in der Dermatologischen Praxis Prof. Dr.Mensing.

Die 310 melanozytidren Tumoren wurden nochmals, unabhédngig von ihrer Erstbefundung,
zusammen mit Prof. Dr. Wolff mikroskopisch begutachtet. Mit Hilfe eines eigens erstell-
ten Auswertungsbogens wurden die Tumoren auf histopathologische Charakteristika von
Naevus Spitz und spitzoidem malignem Melanom iberpriift (Auswertungsbogen im
Anhang). Nur die Tumore, die eine Mehrzahl der entsprechenden histopathologischen
Merkmale, sowohl zytologische als auch architektonische Charakteristika, aufwiesen,
wurden in das endgiiltige Kollektiv dieser Arbeit aufgenommen. Ziel war es, nur
eindeutige Naevi Spitz und ,,spitzoide” maligne Melanome aus den 310 melanozytdren
Tumoren herauszufiltern, um eine mdéglichst genaue Darstellung von Proliferation fiir die
entsprechende Tumorgruppe zu ermitteln.

Naevi Spitz wurden hierbei histologisch zusitzlich unterschieden in Junktions-,
Compound- und dermalen Typ. Da die differenzialdiagnostischen Schwierigkeiten fiir den
Dermatohistopathologen hauptsdchlich jedoch in der Differenzierung zwischen
junktionalen und Compound Naevi Spitz und ,spitzoidem™ malignen Melanom liegt,
wurden in dieser Arbeit keine dermalen Naevi Spitz in die Untersuchung einbezogen.
Zusétzlich konnte eine Vergleichsgruppe mit malignen Melanomen mit einer Tumordicke
von grofBer als 1 mm, erstellt werden. Insgesamt gingen somit 62 melanozytire Tumoren
der Entititen Naevus Spitz vom junktionalen Typ, vom Compound Typ, ,,spitzoide®
maligne Melanome und maligne Melanome in die Auswertung.

Die genaue Verteilung auf die einzelnen Diagnosen ist in Tabelle 2.1 dargestellt.
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Entitét Anzahl
Naevus Spitz vom junktionalen Typ 21
Naevus Spitz vom Compound Typ 18
,»Spitzoides* malignes Melanom 12
Malignes Melanom 11

Tabelle 2.1: Verteilung der untersuchten Tumoren

2.2 Aufarbeitung der histologischen Priparate

Die dem Archiv des Labors entstammenden Paraffinblocke der melanozytdren Tumoren
wurden bei —20°C auf einer Kiihlplatte gekiihlt.

Nach dem Kiihlen der Blocke wurde mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms Schnitte in
direkter Reihenfolge in der Dicke von 4 Mikrometern angefertigt. Im Wasserbad wurden
die Schnitte auf beschichtete Objekttriger aufgezogen, wobei versucht wurde, moglichst
immer zwei Schnitte auf einen Objekttrager aufzuziehen. Da einige Blocke aufgrund
vorangegangener Serienschnitte weit aufgeschnitten waren, konnte auf mehrere Objekt-
trdger nur ein Schnitt aufgezogen werden. Ein Block war so weit aufgeschnitten, dass er
aus der Auswertung herausgenommen werden mufte.

Von jedem Priparat wurden pro immunhistochemischem Marker zwei Objekttriger plus
Negativkontrolle angefertigt. Bei Qualititsmédngeln an bestehenden Pridparaten der HE-

Féarbung wurde von diesen grundsétzlich ein neues Préparat mit HE geférbt.

-20 -



2.3 Laborgeriite

-Mikrotom: Modell 2030, Reichert & Jung GmbH
-Wasserbad: Typ WB 24, Medax Nagel GmbH
-Feuchte Kammer:  Nach MaB von der Firma Werner Hassa GmbH-Laborbedarf
-Magnetriihrer: Typ Ikamag-RCT, Firma IKA-Werk Janke & Kunkel
GmbH & Co KG
-pH-Meter: Modell pH Digi 520, Firma WTW
-Mini-Shaker: Modell Mini-Shaker, Firma Adolf Kithne AG
-Waage: Modell Handy H120-D2, Firma Sartorius

-Fotomikroskop: BX40, Olympus Germany
-Dampfkochtopf: Modell Sicomatic-L, Firma SILIT

-Objekttriager: Typ SuperFrost® Plus, Firma Menzel-Gliser

24 Puffer und Substratlosungen

TBS, Tris-gepufferte physiologische Kochsalzlosung (Saline):

Zusammensetzung: 60,55g Trishydroxymethylaminomethan (Merck,
1.08382.0500)
+ 85,20g NaCl (Merck, 1.06404.1000)
in ca. 400ml Aqua dest 16sen
ca. 350ml 1 n HCI1 ( 36,461 HCI auf 1000ml Aqua)
(Merck, 1.09970. Titrisol®) zufiigen und den pH-Wert auf 7,6
einstellen.

Mit Aqua dest auf 10000ml auffiillen.
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10mM Zitratpuffer, pH 6,0 fiir Andauungsmethode im Dampfdrucktopf:

Stammlosung A:

Stammldsung B:

0,1 M Zitronensduremonohydrat (Merck, 1.00244.0500)

2,101g Zitronensdauremonohydrat in 100ml aqua
dest.auflosen

0,1 M Tri-Natriumecitrat-Dihydrat (Merck, 1.06448.0500)
5,882g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat in 200ml Aqua aufldsen

Gebrauchslésung:
18ml Stammldésung A
plus

82ml Stammldsung B

Alles auf 11 aqua dest. auffiillen.

Losung fiir die Wasserstoffperoxid-Behandlung bei der Doppelfirbung:

Zusammensetzung: 7ml von 30,7%igem Wasserstoffperoxid in 53ml Aqua bidest

16sen.

Losung fiir die Triton-Behandlung bei der Doppelfirbung:

Zusammensetzung: 100mg 0,2%iges Triton in 50ml Aqua bidest 16sen.

Entwicklungspuffer der APAAP-Methode (fiir 175ml):

Zusammensetzung: 8,7g NaCl (Merck, 1.06406.1000)

1,5g Tris-HCI (Sigma, T-3253)
4,9¢ Tris-Base (Sigma, T-1503)
in 175ml Aqua bidest (Delta-Pharma) 16sen.
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Propandiol:
Zusammensetzung: 21g 2Amino-2methyl-1,3-propandiol auf
1000ml Aqua bidest, im Kiihlschrank

aufbewahren.

Himatoxylin nach Mayer (2,51):
Zusammensetzung: 1g Hamatoxylin
0,2g Natriumiodat
50g Aluminiumkaliumsulfat
50g Chloralhydrat

1g Citronensdure
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VECTASTAIN ABC Kit elite; Mouse IgG (VECTOR Laboratories, PK-6102)
DAB-Substratlosung fiir Peroxidase (VECTOR Laboratories, Catalog Number
SK-4100):
Zusammensetzung: 1. Zu 5ml destilliertem Wasser werden 2 Tropfen Buffer
Stock Solution gegeben und kréftig vermischt.
2. Es werden 4 Tropfen der DAB Substratlosung zugegeben
und vermischt.
3. Zu diesem werden 2 Tropfen Hydrogen Peroxidase
Losung gegeben und vermischt.

4. Bei gewiinschter grau-schwarz Fiarbung werden 2 Tropfen

einer Nickel-Losung hinzugegeben und vermischt.

Human Serum (Jackson Immunoresearch, Code-Nr. 009-00-001):

2ml Lyophylisat rehydrieren mit 2ml Aqua bidest
Inkubation: 45 Minuten bei 60°C
Bei Gebrauch: 2ml plus 8ml TBS (1:5)

2.5 Antikorper

Monoklonaler Antikdrper Ki-67, Klon MIB-1 von der Maus

(DAKO, M 7240)

Monoklonaler Antikérper Vimentin, Klon V9 von der Maus

(DAKO, M 0725)

Sekundér-/Briickenantikorper (Kaninchen Anti-Mausimmunglobulin)
(DAKO, Z 0259)

APAAP-Komplex, monoklonal, von der Maus

(DAKO, D 0651)

DAKO Antibody diluent with background reducing components
(DAKO, S 3022)
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2.6 Methoden

Die immunhistochemischen Farbungen erfolgte mit dem Marker Ki-67, Klon MIB-1 in der
APAAP (Alkalische Phosphatas-Anti-Alkalische Phosphatase) - Technik.

Zusétzlich wurde eine Doppelfarbung mit den Markern Vimentin, Klon V9, Ki-67 und
Klon MIB-1 entwickelt. Diese immunhistochemische Doppelfarbung wurde im ersten
Schritt mit der ABC (Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex)-Technik und im zweiten Schritt
in der APAAP-Technik durchgefiihrt.

Das Ziel war eine Optimierung der Anfiarbung proliferierender melanozytirer Zellen bei
bestmdglicher Unterdriickung etwaiger Hintergrundsfarbungen.

Aufgrund der Anfilligkeit fiir Fehler wihrend einer Doppelfarbung wurde ein Maximum

von 16 Préparaten pro Farbedurchgang nicht iiberschritten.

2.6.1 APAAP (Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase) —
Technik

1. Entparaffinieren:

2x 15min  Xylol

2x Smin 100% Ethanol

2x 2min 100% Ethanol
Imin  96% Ethanol
Imin  70% Ethanol

Imin  Aqua

Waschen der entparaffinierten und rehydrierten Schnitte in Trispuffer (TBS) fiir Smin.
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Demaskierung (Andauungsmethode im Dampfdruckkochtopf):

Gebrauchslésung des 10mM Zitratpuffer, pH 6,0 auf 1 Liter Aqua dest auffiillen und
in den Dampfdruckkochtopf geben.

Die Objekttrager in den Kochtopf stellen, wenn der Puffer zu kochen beginnt.

Der Kochtopf muf3 fest verschlossen werden.

Sobald Dampf austritt, werden die Objekttrager fiir 3min gekocht.

AnschlieBend wird der Kochtopf von der Heizplatte genommen und geschlossen unter
flieBendem Wasser abgekiihlt.

Der Topf kann dann gedffnet werden.

Kaltes Wasser in den jetzt offenen Topf laufen lassen, bis die Objekttrager abgekiihlt
sind.

Anschlieend Spiilen der im Dampfdruckkochtopf behandelten Schnitte mit TBS.

Primérer Antikorper:

Monoklonaler Antikdrper Ki-67, Klon MIB-1:
Inkubation mit vorverdiinntem monoklonalem Antikérper Ki-67, Klon MIB-1 von der

Maus, in TBS verdiinnt im Verhéltnis 1:10, in feuchter Kammer fiir 30 Minuten.

Briickenantikorper:

Inkubation mit einem Kaninchen Anti-Maus Immunglobulin (DAKO, Z 0259), ver-
diinnt im Verhiltnis 1:20 in einem Gemisch aus TBS (4 Teile) und hitzeinaktiviertem

Humanserum (1 Teil), fiir 30 Minuten.

APAAP-Komplex:

Inkubation mit dem APAAP-Komplex (DAKO, D 0651), verdiinnt im Verhiltnis 1:50
in TBS, fiir 30 Minuten.
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6. Briickenantikorper (Wiederholung) 10 min (siehe Schritt 4):

7. APAAP-Komplex (Wiederholung) 10 min (siehe Schritt 5):

8. Entwicklung:

Inkubation mit frisch angesetztem alkalischen Phosphatase Substrat nach der Neu-
fuchsin Methode.

Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wird jeweils mit TBS gewaschen.

Fiir 250 ml Entwicklungslosung werden bendtigt:

[. 175 ml Entwicklungspuffer (siche Rezeptur)
und

62,5 ml Propandiol (siche Rezeptur)

Entwicklungspuffer und Propandiol zusammengieflen und auf pH 9,75 einstellen.
Nach dem Einstellen des pH-Wertes 100 mg Levamisol (Sigma L-9756) zur

Unterdriickung der endogenen alkalischen Phosphataseaktivitéit zugeben.

II. 50 mg Natriumnitrit (Sigma S-2252) in 1250 Mikroliter Aqua bidest 16sen.

II. 125 mg Naphtol-As-Bi-Phosphat (Sigma N-2250) in 1500 Mikroliter DMF
(Dimethylformamid) (Merck, 3034) 16sen.

Nun in das geloste Na-Nitrit 500 Mikroliter Neufuchsin geben und genau 1 min

reagieren lassen.

Ansatz Neufuchsin: 5 g Neufuchsin (Merck, 4040) in 100 ml 2n HCL (Merck,
1.09970 Titrisol) 16sen und in dunkler Flasche im Kiihlschrank aufbewahren.
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10.

Danach Losung IT und Losung III in festgelegter Reihenfolge in den Entwick-
lungspuffer (Losung 1) geben:

Zuerst Losung I, dann Losung I11.

AnschlieBend mit Hilfe von 2n HCL (Merck, 1.09970 Titrisol) auf pH 8,8
einstellen.

Die Entwicklungslosung filtrieren und die Prdparate anschlieBend fiir 3 Minuten
auf dem Schiittler in der Entwicklungslosung inkubieren (pro Kiivette 8 —10
Préparate).

Danach werden die Priparate fiir 7-10 Minuten in fliessend Wasser gestellt.

Die Priparate fiir die immunhistochemische Férbung mit dem Marker Topo-
isomerase Ila, Klon Ki-S1, mu3 6 Minuten auf dem Schiittler in der Entwick-

lungslésung inkubieren.

Gegenfirbung:

Gegenfarbung mit Himatoxylin nach Mayer (siehe Rezeptur) fiir 3 Minuten

Anschliessend Waschen der Prédparate in fliessendem kalten Wasser fiir 10 Minuten.

Findecken:

Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wird jeweils mit TBS gewaschen.

Alternativ zur Neufuchsin-Methode kann auch die einfacher zu handhabende Fast-
Red-Methode angewendet werden, welche jedoch erheblich schwichere Féarbungs-

resultate liefert und deswegen an dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt werden soll.
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2.6.2 Immunhistochemische Doppelfirbung mit den Markern

Vimentin, Klon V9, und Ki-67, Klon MIB-I in ABC- und
APAAP-Technik

Teil I: Ki-67.Klon MIB-1 in ABC-Technik:

1.

2.

Entparaffinieren:

2x 15min  Xylol

2x S5Smin 100% Ethanol

2x 2min 100% Ethanol
Imin  96% Ethanol
Imin  70% Ethanol

Imin  Aqua

Demaskierung (Andauungsmethode im Dampfdruckkochtopf):

Gebrauchslosung des 10mM Zitratpuffer, pH 6,0 auf 1 Liter Aqua dest auffiillen und
in den Dampfdruckkochtopf geben.

Die Objekttrager in den Kochtopf stellen, wenn der Puffer zu kochen beginnt.

Der Kochtopf muf3 fest verschlossen werden.

Sobald Dampf austritt, werden die Objekttriger fiir 2 min gekocht.

AnschlieBend wird der Kochtopf von der Heizplatte genommen und geschlossen unter

flieBendem Wasser abgekiihlt.

Der Topf kann dann gedffnet werden.

Erneut kaltes Wasser in den jetzt offenen Topf laufen lassen, bis die Objekttriger

abgekiihlt sind.

Anschliefend Spiilen der im Dampfdruckkochtopf behandelten Schnitte mit TBS.

H,0,-Behandlung:

Inkubation der Objekttrager fiir 5 Minuten in:
7 ml 30,7%igem Wasserstoffperoxid + 53 ml Aqua bidest
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Triton-Behandlung:

Inkubation der Objekttrager fiir 5 Minuten in:
100 mg 0,2% Triton auf 50 ml Aqua bidest
Objekttrager in TBS iiberfiihren

Inkubation mit Normalserum:

Inkubation der Objekttrager mit Normalserum aus Vectastain ABC-Kit elite, Mouse

IgG (Vector laboratories, PK-6102) fiir 15 Minuten.

15 pl Normalserum auf 1ml TBS

Primérantikorper:

Inkubation mit vorverdiinntem monoklonalem Antikorper Ki-67, Klon MIB-1 von der
Maus, in Background reduzierendem Medium (DAKO, S-3022) verdiinnt im
Verhiltnis 1:10, in feuchter Kammer fiir 30 Minuten.

Biotinierter Antikorper:

Inkubation der Objekttrager mit biotinierten Antikdrper aus Vectastain ABC-Kit elite,
Mouse IgG (Vector laboratories, Pk-6102) fiir 30 Minuten.

5 ul biotinilierter Antikorper auf 1 ml TBS

ABC-Reagenz:

Inkubation der Objekttrager mit ABC-Reagenz aus Vectastain ABC-Kit elite, Mouse
IgG (Vector laboratories, Pk-6102) fiir 30 Minuten.

20 ul Losung A + 20 ul Losung B auf 1 ml TBS

Das ABC-Reagenz muf3 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt werden.
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9. DAB-Substratldosung:

Erstellung der DAB-Substratlosung kurz vor dem Farbevorgang (sieche Rezeptur).
Inkubation der Objekttrager mit DAB-Substratlosung fiir 3 Minuten in feuchter
Kammer unter laufender mikroskopischer Kontrolle der Farbintensitidt der
proliferierenden Melanozyten.

In dieser Doppelfarbung wurde die DAB-Substratlosung mit Nickel versetzt, damit die
positiv proliferierenden Melanozyten grau-schwarz gefarbt werden.

Diese dunkle Farbung der Zellkerne hebt sich spéter sehr viel besser von dem durch
Vimentin rotlich gefdrbten Zytoplasma der Melanozyten ab als eine Braunfarbung der

Kerne.

Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wird jeweils mit TBS gespiilt

Teil II: Vimentin, Klon V9 in APAAP-Technik

1. Priméirer Antikorper:

Monoklonaler Antikdrper Vimentin, Klon V9 (DAKO, M-0725)
Inkubation mit vorverdiinnten monoklonalen Antikérper Vimentin, Klon V9, in Back-
ground reduzierendem Medium (DAKO, S-3022) verdiinnt im Verhéltnis 1:400, in

feuchter Kammer fiir 30 Minuten.

2. Briickenantikorper:

Inkubation mit einem Kaninchen Anti-Maus Immunglobulin (DAKO, Z 0259),
verdiinnt im Verhiltnis 1:20 in einem Gemisch aus TBS (4 Teile) und hitze-

inaktiviertem Humanserum (1 Teil), fiir 30 Minuten.

3. APAAP-Komplex:

Inkubation mit dem APAAP-Komplex (DAKO, D 0651), verdiinnt im Verhéltnis 1:50
in TBS, fiir 30 Minuten.
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6.

Brickenantikdrper (Wiederholung) 5 min (siehe Schritt 2):

APAAP-Komplex (Wiederholung) 5 min (siehe Schritt 3):

Entwicklung:

Inkubation mit frisch angesetztem alkalischen Phosphatase Substrat nach der Neu-

fuchsin Methode.

Fiir 250 ml Entwicklungsldosung werden bendtigt:

L.

IIL.

I1I.

175ml Entwicklungspuffer (siche Rezeptur)
und

62,5 ml Propandiol (siche Rezeptur)

Entwicklungspuffer und Propandiol zusammengief3en und auf pH 9,75 einstellen.

Nach dem Einstellen des pH-Wertes 100 mg Levamisol (Sigma L-9756) zur

Unterdriickung der endogenen alkalischen Phosphataseaktivitéit zugeben.

50 mg Natriumnitrit (Sigma S-2252) in 1250 Mikroliter Aqua bidest 16sen.

125 mg Naphtol-As-Bi-Phosphat (Sigma N-2250) in 1500 Mikroliter DMF

(Dimethylformamid) (Merck, 3034) 16sen.

Nun in das geloste Na-Nitrit 500 Mikroliter Neufuchsin geben und genau 1 min

reagieren lassen

Ansatz Neufuchsin: 5 g Neufuchsin (Merck, 4040) in 100 ml 2n HCL (Merck,
1.09970 Titrisol) 16sen und in dunkler Flasche im Kiihlschrank aufbewahren.
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Danach Losung II und Losung III in festgelegter Reihenfolge in den Entwick-
lungspuffer (Losung I) geben:

Zuerst Losung 11, dann Losung I11.

AnschlieBend mit Hilfe von 2n HCL (Merck, 1.09970 Titrisol) auf pH 8.8
einstellen.

Die Entwicklungslosung filtrieren und die Priparate anschlieBend fiir 3 Minuten
auf dem Schiittler in der Entwicklungslosung inkubieren (pro Kiivette 8§ —10
Priparate).

Danach werden die Préiparate fiir 7-10 Minuten in flieBend Wasser gestellt.

Die Préparate fiir die immunhistochemische Fiarbung mit dem Marker Topo-
isomerase Ila, Klon Ki-S1, mu3 6 Minuten auf dem Schiittler in der Entwick-

lungslosung inkubieren.

7. Gegenfiarbung:

Gegenfarbung mit Himatoxylin nach Mayer (siehe Rezeptur) fiir 3 Minuten.

AnschlieBend waschen der Préiparate in flieBendem kalten Wasser fiir 10 Minuten.

8. Eindecken:

2.7 Kontrollen

Um die Zuverldssigkeit der Ergebnisse zu sichern, wurden in jedem Farbedurchgang
positive und negative Kontrollen zusammen mitgefiihrt. Als Positivkontrollen dienten
Serienschnitte von Melanomen und Naevi, bei denen die jeweils positive Reaktion
nachgewiesen war. Die Positivkontrollen wurden gegeniiber den Untersuchungspréiparaten
identisch behandelt. Bei den Negativkontrollen handelte es sich um den jeweiligen Schnitt,

bei dem anstelle des Primérantikorpers Trispuffer verwendet wurde.
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2.8 Auswertung der Priparate

2.8.1  Erhebung des immunhistologischen Befundes

Bei der Erhebung des immunhistologischen Befundes wurde die Proliferationsrate in den
jeweiligen Tumoren ermittelt. Es sollte moglichst die gesamte Tumorbreite und -tiefe
beziiglich der quantitativen Proliferation erfasst werden. Hierzu wurden aus den meist
relativ symmetrisch aufgebauten Tumoren 10 Gesichtsfelder ausgewidhlt. Mit Hilfe des
Fotomikroskops BX40, Olympus Germany, mit SONY Videokameraaufsatz wurden die
Gesichtsfelder in 20-facher Vergrosserung herausfotografiert und anschlieend
digitalisiert.
Im zentralen Bereich des Tumors wurden 6 Gesichtsfelder ausgewdhlt, die sich nicht
iiberschnitten, und die sich in Bereichen mit deutlicher Proliferation befanden. Auch wurde
im zentralen Bereich des Tumors eine moglichst genaue Trennung zwischen Epidermis
und Dermis vorgenommen, so dass 3 Gesichtsfelder mit ausschlieBlich epidermaler und 3
Gesichtsfelder mit ausschlieBlich dermaler Lokalisation ausgewertet werden konnten. Im
rechten und linken Randbereich wurden jeweils zwei Gesichtsfelder ausgewéhlt, wobei in
den meist abgeflachten Randbereichen keine sinnvolle Differenzierung zwischen
epidermaler und dermaler Proliferation mehr moglich war, so dass hier iiberlappende
dermoepidermale Strukturen betrachtet wurden.
Fiir die Erfassung der Proliferationsraten wurde ein detaillierter Befundungsbogen erstellt,
welcher im Anhang originalgetreu abgebildet ist. Fiir jeden einzelnen Tumor wurden auf
diesem Befundungsbogen neben der Diagnose die einzeln ausgezihlten 10 Gesichtsfelder,
die durchschnittliche Gesamtproliferation ( x ), der Maximal- und Minimalwert der
Proliferationsraten (Xmax Und Xpin), die durchschnittlichen Werte der Proliferationsraten fiir
die einzelnen Bereiche epidermales, dermales Gesichtsfeld und peripher ( X epidermals
X dermal-und X peripher) SOWi€ auch das Alter des Patienten festgehalten.
Die Proliferationsrate gibt hierbei den Quotienten aus proliferierenden Melanozyten und
nicht proliferiernden Melanozyten wieder.
Zusitzlich wurde bei jedem Priparat der Tumordicke nach Breslow (mm) gemessen sowie
die entsprechende Tumorklasse vermerkt.
Durch die oben beschriebene Doppelfirbung MIB-I/Vimentin konnten proliferierende
Melanozyten eindeutig von proliferierenden Keratinozyten unterschieden und somit die
Erfassung der quantitativen Proliferation prizisiert werden. In jedem Gesichtsfeld wurden

alle deutlich mit dem Proliferationsmarker positiv und negativ dargestellten Melanozyten
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ausgezdhlt und ins Verhiltnis zueinander gesetzt. Ein deutlich positiv gefarbter
proliferierender Melanozyt stellte sich hierbei mit braunlich-schwarzem Kern und ein ihn
umgebendes, durch Vimentin rot geférbtes, Zytoplasma dar.

Melanozyten ohne Kernfirbung durch den Proliferationsmarker zeigten lediglich ein

rotlich gefarbtes Zytoplasma durch Vimentin. Proliferierende Keratinozyten zeigten eine

positive Kernfarbung bei ungefarbtem Zytoplasma (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Malignes Melanom (16180/01)

Proliferierender Melanozyt mit rotem Zytoplasma und braunlich-schwarzer Kernfarbung
(Pfeil).

Nicht proliferierender Melanozyt mit fehlender Kernfarbung und rotem Zytoplasma

(Stern).(Doppelfarbung MIB-I/Vimentin x200)

Bei der immunhistochemischen Farbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (MIB)
alleine farbten sich Kerne der proliferierenden Zellen aufgrund eines anders gewdihlten
Chromogens rot.

Die Differenzierung zwischen proliferierenden Melanozyten und Keratinozyten war
hierbei nur anhand morphologischer Unterschiede moglich, da sich die Kerne der

Melanozyten und der Keratinozyten identisch anférbten (siche Abbildung 5 auf Seite 36).
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Der Zeitaufwand fiir das Auszéhlen eines solchen Gesichtsfeldes wurde dadurch deutlich
erschwert und nahm somit mehr Zeit in Anspruch.

Der Grund fiir den hdheren Zeitaufwand war sicherlich die schwierigere morphologische
Differenzierung proliferierender Keratinozyten von proliferierenden Melanozyten.

Die Ergebnisse der Auszdhlung quantitativer Proliferation wurden von einem zweiten

Untersucher stichprobenartig tiberpriift.

Abbildung 5: ,,spitzoides malignes Melanom (1306/01)
Proliferierende Zellen zeigen eine rote Kernfarbung. Schwierige Differenzierung zwischen

Melanozyten und Keratinozyten. (Einzelfarbung mit Anti-Ki-67, Klon MIB-I, x 200).
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2.9 Verarbeitung der Daten

Die statistische Aufarbeitung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms
STATISTICA 6.1 (StatSoft, Tulsa, USA).

Beziiglich  der  Fragestellung, welchen = Wert  Proliferationsraten  fiir  die
Dignitdtsbestimmung haben, wurden zuerst mit Hilfe von Box-Plots die durchschnittliche,
maximale und minimale Proliferationsrate der Entititen Naevus Spitz, ,,spitzoides®
malignes Melanom und Melanom miteinander verglichen. Zur Feststellung signifikanter
Unterschiede zwischen diesen drei Entitdten wurde eine ANOV A-Analyse durchgefiihrt.
Fiir die Differentialdiagnose Naevus Spitz vs. ,,spitzoides® malignes Melanom wurde
gesondert ein T-Test unabhéngiger Stichproben gemacht.

Desweiteren wurden die Tumoren ohne Beriicksichtigung der Dignitdt auf signifikante
Unterschiede beziiglich der drei Bereiche epidermale, dermale und periphere quantitative
Proliferation mit Hilfe repeated measures ANOVA untersucht.

Anschliessend wurde ein paarweiser Vergleich der drei Zonen mit einem verbundenem T-
Test durchgefiihrt.

Um die Tumordicke nach Breslow als wichtigsten prognostischen Wert fiir das maligne
Melanom mit einzubeziehen, wurde die Korrelation zwischen diesem und der durch-
schnittlichen Proliferationsrate, sowie der Proliferationsrate, geschichtet nach den drei
Bereichen, untersucht.

Da der Pathologe bzw. Dermatohistopathologe bei der Dignitétsbestimmung in der
Differentialdiagnose Naevus Spitz vs. ,,spitzoides” malignes Melanom haufig das Alter des
Patienten in seiner Entscheidung beriicksichtigt oder als diagnostisches Kriterium
einbezieht, wurde an diesem Kollektiv die Altersabhingigkeit beziiglich der drei Entitéten
mit Hilfe von Box-Plots, Mittelwerten und Standardabweichung untersucht und gepriift, ob
das Alter in die Dignitédtsbestimmung mit einbezogen werden sollte.

In einer Kovarianzanalyse, sowie einem paarweisem Vergleich der drei Entititen wurde
danach erneut unter Beriicksichtigung des Alters die Wertigkeit von Proliferationsraten fiir
die Dignitidtsbestimmung untersucht.

In einem weiteren Schritt wurde die Altersabhiingigkeit der Proliferationsrate untersucht
und mit Hilfe von Box-Plots grafisch dargestellt. Das Patientenkollektiv wurde hierfiir in

zwei Altersgruppen unterteilt, wobei die Altersgrenze bei 25 Jahren lag.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten
von Naevus Spitz, ,,spitzoidem* malignen Melanom und
malignem Melanom

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 62 melanozytire Tumore der Entitdten Naevus Spitz,
»spitzoides malignes Melanom und malignes Melanom auf ihre quantitative Proliferation
untersucht.

Die Tumore wurden, entsprechend ihrem histologischen Typ, 4 Gruppen zugeordnet.

- Naevi Spitz vom junktionalen Typ

- Naevi Spitz vom Compound Typ

- ,»Spitzoides malignes Melanom

- malignes Melanom

Der Gruppe ,,spitzoides* malignes Melanom wurden nur maligne Melanome zugeordnet,
die eine Vielzahl histologischer Kriterien von Spitz Naevi aufwiesen und solche somit
imitierten.

Die Gruppe malignes Melanom setzt sich in dieser Untersuchung aus noduldren,
superfiziell-spreitenden und Lentigo maligna Melanomen zusammen.

Dermale Naevi Spitz wurden in dieser Arbeit, wie schon zuvor erwihnt, nicht untersucht.
Es wurden die durchschnittliche, minimale und maximale Proliferationsrate eines jeden
Tumor ermittelt.

Die durchschnittliche Proliferationsrate beschreibt hierbei den Mittelwert der Proliferatios-
raten aus den zehn ausgewerteten Gesichtsfeldern eines jeden Tumors. Die maximale
Proliferationsrate erfasst die hochste Proliferationsrate innerhalb eines Tumors, wihrend
die minimale Proliferationsrate die niedrigste Proliferationsrate erfasst. Zusitzlich erfolgte
die Erfassung von Proliferationsraten in unterschiedlichen Bereichen des Tumors.

Bei allen Tumoren, auch bei den Naevi Spitz, wurde die Tumordicke nach Breslow

gemessen und das Alter des Patienten erfasst, um mdogliche Korrelationen aufzuzeigen.

-38 -



3.1.1 Naevus Spitz vom junktionalen Typ

Insgesamt wurden 21 Naevi Spitz vom junktionalen Typ auf ihre Proliferationsrate,
gemessen mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (MIB-I), untersucht.

Die Naevi Spitz vom junktionalen Typ befanden sich fast ausschliesslich in der
Tumordickenklasse I (0-0,75 mm).

Die durchschnittliche Proliferationsrate lag in einem Bereich von 4,12% bis 18,89 % mit
einem Mittelwert von 11,21%.

Maximale Proliferationsraten lagen zwischen 6,10% und 24,40%, Mittelwert 14,54%.
Minimale Proliferationsraten lagen im Bereich von 1,20% bis 14,40%, Mittelwert 6,18%.
Fiir Naevi Spitz vom junktionalen Typ gleicher Tumordickenklasse kénnen somit sowohl
fiir durchschnittliche, minimale und maximale Proliferationsraten grofle Unterschiede
gezeigt werden.

Es ist keine Tendenz zu erkennen, dass mit zunehmender Tumordicke auch die
Proliferationsrate ansteigt. Die Tumordicke steht demzufolge beim Naevus Spitz vom

junktionalen Typ in keiner Korrelation zur Proliferationsrate (siehe Tabelle 3.3.1 auf Seite

40).
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Proliferationsrate (%)

Paparat | Tumordicke (mm)| durchschnittliche | maximale minimale
7036/00 0,23 13,03 19,80 9,50
21895/00 0,29 8,71 12,20 5,50
15774/00 0,30 8,26 10,40 5,70
13131/99 0,32 4,12 6,10 3,00
2633/99 0,35 10,25 15,30 6,70
1868/96 0,35 6,04 9,90 2,30
1948/99 0,40 10,39 15,60 5,30
8867/99 0,40 13,10 15,70 10,40
18986/99 0,45 18,89 24,40 14,40
14309/00 0,45 10,90 16,50 3,80
1182/01 0,45 6,38 8,60 5,20

212/01 0,45 6,29 8,60 4,90
13375/99 0,50 13,83 19,10 9,20
14922/00 0,50 10,66 16,10 6,20
21227/00 0,50 5,96 9,40 4,20
2302/99 0,50 12,05 15,84 8,60
6672/99 0,50 6,76 9,70 1,50
5935/00 0,50 8,49 15,20 1,20
11458/00 0,55 15,51 24,30 8,10
3816/99 0,70 7,08 12,40 3,30
7433/99 0,85 16,17 20,20 10,70

Tabelle 3.1.1:

Naevus Spitz vom junktionalen Typ: Durchschnittliche, maximale und minimale
Proliferationsraten geordnet nach Tumordicke nach Breslow.

Tabellarische Auflistung 21 untersuchter Naevi Spitz vom junktionalen Typ, bei denen jeweils
anhand eines histologischen Gewebeschnittes durch Auswertung von 10 iiber den Tumor verteilten
Gesichtsfeldern durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten (%) ermittelt
wurden. Es zeigt sich keine Korrelation zwischen Tumordicken (mm) und Proliferationsraten (%).

3.1.2  Naevus Spitz vom Compound-Typ

Es sind insgesamt 18 Naevi Spitz vom Compound-Typ untersucht worden.

Von den 18 Tumoren befanden sich 13 in der Tumordickenklasse I (0-0,75 mm), 4 Tumore
in der Klasse II (0,75-1,5 mm) und 1 Tumor in der Klasse III (1,5-4,0 mm). Die
durchschnittliche Proliferationsrate lag im Bereich von 4,22% bis 12,57% mit einem
Mittelwert von 7,74%.

Die maximalen Proliferationsraten lagen in einem Bereich von 6,40% bis 20,00%, Mittel-
wert 12,63%.

Die minimalen Proliferationsraten lagen zwischen 0,80% und 10,50% mit einem Mittel-

wert von 3,772%
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Somit kann auch fiir Naevi Spitz vom Compound-Typ gezeigt werden, dass innerhalb
dieser Gruppe grofle Unterschiede beziiglich durchschnittlicher, maximaler und minimaler
Proliferationsraten bestehen.

Es ldsst sich ebenfalls zeigen, dass auch hier keine Korrelation mit der Tumordicke nach
Breslow besteht. Naevi Spitz vom Compound-Typ der Tumordickenklasse I1 zeigen keinen
Unterschied beziiglich durchschnittlicher, maximaler und minimaler Proliferationsraten
verglichen mit Naevi Spitz der Tumordickenklasse I.

Es zeigt sich keine Tendenz, dass mit zunehmender Tumordicke auch die Proliferationsrate
ansteigt. Die Tumordicke hat auch hier keinen Einfluss auf die Proliferation (siche Tabelle

3.1.2 auf Seite 41).

Proliferationsrate (%)

Paparat | Tumordicke (mm) | durchschnittliche | maximale minimale
13569/99 0,30 9,16 12,30 4,50
11451/99 0,34 8,99 15,00 5,20
23273/98 0,35 6,06 8,90 4,70
20072/98 0,45 6,69 8,40 1,30
17495/00 0,51 5,83 7,30 3,80
22955/98 0,54 6,76 13,00 3,20
11659/00 0,56 6,89 13,60 1,50
12161/98 0,60 12,57 17,80 10,50
15762/00 0,61 6,21 9,90 3,10
1191/96 0,63 9,80 13,20 6,40
10634/00 0,65 9,26 14,40 6,20
13880/99 0,65 9,11 14,50 1,90
11278/98 0,75 6,51 20,00 0,80
386/99 0,80 5,70 11,30 1,90
24419/00 0,85 6,54 9,70 3,20
9788/99 0,93 6,50 13,00 1,80
6710/00 1,00 4,22 6,40 1,90
10039/98 1,60 12,43 18,60 6,00

Tabelle 3.1.2:

Naevus Spitz vom Compound-Typ: Durchschnittliche, maximale und minimale
Proliferationsraten geordnet nach Tumordicke nach Breslow.

Tabellarische Auflistung 18 untersuchter Naevi Spitz vom Compound-Typ, bei denen jeweils
anhand eines histologischen Gewebeschnittes durch Auswertung von 10 {iber den Tumor verteilten
Gesichtsfeldern durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten (%) ermittelt
wurden. Es zeigt sich keine Korrelation zwischen Tumordicken (mm) und Proliferationsraten (%).
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3.1.3 ,,Spitzoides* malignes Melanom

Insgesamt wurden 12 ,spitzoide* maligne Melanome auf ihre Proliferationsraten
untersucht. Von den ,spitzoiden® malignen Melanomen waren 10 in der
Tumordickenklasse I (0-0,75 mm) und 2 in der Tumordickenklasse II (0,75-1,5 mm).

In den untersuchten Kollektiven konnte kein ,,spitzoides” malignes Melanom der Tumor-
dickenklasse III (1,5-4 mm) gefunden werden.

Die durchschnittlichen Proliferationsraten lagen zwischen 5,55% und 19,94% mit einem
Mittelwert von 10,79%.

Die maximalen Proliferationsraten lagen zwischen 7,70% und 30,80%, der Mittelwert bei
15,68%.

Die minimalen Proliferationsraten lagen zwischen 1,40% und 13,60% mit einem Mittel-
wert von 6,56%. Es zeigen sich somit auch bei den ,,spitzoiden” malignen Melanomen
innerhalb einer Tumorklasse grole Unterschiede beziiglich durchschnittlicher, maximaler
und minimaler Proliferationsraten.

Es ist keine Tendenz zu erkennen, dass mit zunehmender Tumordicke auch die Prolife-
rationsrate ansteigt. Die Tumordicke zeigt somit keine Korrelation mit der Proliferation

(siehe Tabelle 3.1.3 auf Seite 42).

Proliferationsrate (%)
Paparat | Tumordicke (mm) |durchschnittliche | maximale | minimale
982/98 0,27 18,84 21,00 13,60
16375/99 0,30 8,55 13,20 5,80
8514/96 0,30 5,93 9,70 1,40
10929/00 0,33 6,55 9,80 4,30
6349/99 0,40 8,21 13,40 3,30
658/01 0,40 10,03 12,20 5,70
1442/99 0,50 5,55 7,70 3,40
14054/00 0,50 16,79 25,50 10,90
1509/00 0,60 6,91 9,10 4,50
1306/01 0,70 19,94 30,80 10,70
14824/00 1,00 8,30 18,20 3,40
11362/00 1,20 13,93 17,50 11,70
Tabelle 3.1.3:

»Opitzoides* malignes Melanom: Durchschnittliche, maximale und minimale
Proliferationsraten geordnet nach Tumordicke nach Breslow.
Tabellarische Auflistung 12 untersuchter ,,spitzoider” maligner Melanome, bei denen anhand eines

histologischen Gewebeschnittes jeweils durch Auswertung von 10 {iber den Tumor verteilten

Gesichtsfeldern durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten (%) ermittelt wurden.
Es zeigt sich keine Korrelation zwischen Tumordicken (mm) und Proliferationsraten (%).
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3.1.4 Malignes Melanom

Es wurden 11 maligne Melanome auf ihre durchschnittliche, maximale und minimale
Proliferationsraten untersucht.

4 Melanome befanden sich in der Tumordickenklasse II (0,75-1,5 mm), 7 Melanome in der
Tumordickenklasse III (1,5-4 mm).

Die durchschnittlichen Proliferationsraten lagen zwischen 12,09% und 40,84% mit einem
Mittelwert von 21,1%.

Die maximalen Proliferationsraten lagen in einem Bereich von 15,8% bis 63,40% mit
einem Mittelwert von 31,38%.

Die minimalen Proliferationsraten lagen zwischen 3,0% und 21,10% mit einem Mittelwert
bei 11,45%.

Die malignen Melanome zeigen bis auf einige wenige Ausnahmen sehr hohe Werte sowohl
fir durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten.

Es ist jedoch auch bei den Melanomen keine Tendenz zu erkennen, dass mit zunehmender
Tumordicke auch die Proliferationsraten ansteigen.

Die Tumordicke zeigt keine Korrelation mit der Proliferation. (siche Tabelle 3.1.4 auf

Seite 43).

Proliferationsrate (%)
Paparat | Tumordicke (mm) |durchschnittliche | maximale | minimale
11001/01 1,00 12,85 21,70 4,50
11392/00 1,00 12,73 15,80 8,10
8167/00 1,20 15,28 24,60 3,80
9674/98 1,30 28,20 36,00 18,40
16180/01 1,55 16,88 25,40 8,90
23585/99 2,00 12,09 25,30 3,00
522/00 2,00 30,82 45,20 17,80
19761/00 2,10 15,26 22,30 9,20
15156/99 3,00 23,39 27,60 17,70
7612/01 4,10 40,84 63,40 21,10
13962/01 5,20 23,27 37,90 13,30
Tabelle 3.1.4:

Malignes Melanom: Durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten
geordnet nach Tumordicke nach Breslow.

Tabellarische Auflistung 11 untersuchter maligner Melanome, bei denen anhand eines histo-
logischen Gewebeschnittes jeweils durch Auswertung von 10 iiber den Tumor verteilten Gesichts-
feldern durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten (%) ermittelt wurden.

Es zeigt sich keine Korrelation zwischen Tumordicken (mm) und Proliferationsraten (%).
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3.2 Vergleich  durchschnittlicher, @ maximaler und minimaler
Proliferationsraten von Naevus Spitz, ,spitzoidem*“ malignen
Melanom und malignem Melanom

3.2.1 Durchschnittliche Proliferationsraten
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MNaevus Spitz "spitzoides” malignes Melanom malignes Melanom

Abbildung 6:

Darstellung durchschnittlicher Proliferationsraten der Tumoren Naevus Spitz, ,.spitzoides®
malignes Melanom und malignes Melanom in Box-Plots. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg der
durchschnittlichen Proliferationsraten von Naevi Spitz (Mittelwert: X = 8,95; Standardabweichung:
s = 3,45) zu malignen Melanomen (Mittelwert: x = 21,06; Standardabweichung: s = 9,22)
beziiglich Minimalwert, Maximalwert sowie dem Median.

Naevi Spitz und ,,spitzoide” maligne Melanome (Mittelwert: x = 10,79; Standardabweichung:
s = 5,20) zeigen in durchschnittlichen Proliferationsraten beziiglich Minimalwert, Maximalwert
sowie dem Median anndhernd identische Ergebnisse.
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3.2.1.1 Vergleich von Naevus Spitz und malignem Melanom

Die Box-Plots in Abbildung 6 auf Seite 44 zeigen einen deutlichen Anstieg der
durchschnittlichen Proliferationsraten vom Naevus Spitz zum malignen Melanom.

Die Maximal- und Minimalwerte, sowie der Median von Naevi Spitz unterscheiden sich
stark von den entsprechenden Werten des malignen Melanoms. Beziiglich der Prolife-
rationsraten lassen sich fiir den Minimalwert ca. 0,08%-, fiir den Median ca. 0,09%- sowie
fiir den Maximalwert ca. 0,22%-Punkte Unterschied zeigen.

Die Uberschneidung der Interquantilabstinde ist gering.

Der Bereich von 0,12-0,185% durchschnittlicher Proliferationsraten stellt eine Grauzone
dar, in der sich Tumoren unterschiedlicher Dignitit befinden. Eine Dignitétszuordnung mit

Hilfe von durchschnittlicher Proliferationsrate ist in diesem Bereich somit nicht moglich.

3.2.1.2 Vergleich von Naevus Spitz und ,,spitzoidem‘ malignen
Melanom

Beziiglich durchschnittlicher Proliferationsraten ldsst sich zwischen Naevus Spitz und
»Spitzoidem* malignen Melanom kaum ein Unterschied zeigen. Der Median ist anndhernd
identisch und auch im Minimal- und Maximalwert sind kaum Unterschiede vorhanden.
Lediglich das 75 % Quantil vom ,,spitzoidem* malignen Melanom liegt héher, wohingegen
25 % der Werte vom ,,spitzoidem* malignen Melanom und Naevus Spitz unterhalb von
0,07 Prozentpunkten liegen.

Im Bereich von ca. 0,06% bis 0,18% durchschnittlicher Proliferationsraten stellt sich eine
Grauzone dar, in der sich die Mehrzahl der untersuchten Naevi Spitz und ,,spitzoiden*
malignen Melanome trotz unterschiedlicher Dignitit befinden. Eine Dignitdtszuordnung
mit Hilfe durchschnittlicher Proliferationsraten ist somit in diesem Bereich nicht moglich

(siche Abbildung 6 auf Seite 44).

3.2.1.3 Vergleich von ,,spitzoidem‘ malignen Melanom und malignem
Melanom

»Spitzoides” malignes Melanom und malignes Melanom unterscheiden sich deutlich
beziiglich Median, Maximal- und Minimalwert sowie dem Interquantilabstand

voneinander.
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Es zeigt sich ein Anstieg des Medians um ca. 0,09%-Punkte vom ,,spitzoiden* malignen
Melanom zum malignen Melanom. Die Gruppe der malignen Melanome zeigt einen
deutlich hoheren Maximal- und Minimalwerte als die Gruppe der ,,spitzoiden* malignen
Melanome. Der Interquantilabstand der malignen Melanome ist breiter und befindet sich in
einem hoheren Bereich durchschnittlicher Proliferationsraten. Die Interquantilabstéinde der
»Spitzoiden* malignen Melanome und malignen Melanome {iberlappen in einem Bereich
von ca 0,13-0,16 % durchschnittlicher Proliferationsraten.

Es kann festgestellt werden, dass in dieser Untersuchung maligne Melanome in der
Mehrzahl der Fille hohere durchschnittliche Proliferationsraten zeigen, sich jedoch auch in
einem Bereich von 0,12-0,20 %-Punkten iiberschneiden. In diesem Bereich kann also nicht
mit Hilfe durchschnittlicher Proliferationsraten zwischen ,spitzoidem™ malignem

Melanom und malignem Melanom unterschieden werden (siche Abbildung 6 auf Seite 44).
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3.2.2 Maximale Proliferationsraten
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Abbildung 7:

Darstellung maximaler Proliferationsraten der Tumoren Naevus Spitz, ,,spitzoides malignes
Melanom und malignes Melanom in Box-Plots. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg der
durchschnittlichen  Proliferationsraten von Naevi Spitz  (Mittelwert: X = 13,66;
Standardabweichung: s = 4,61) zu malignen Melanomen (Mittelwert: X = 31,38;
Standardabweichung: s = 13,54) beziiglich Minimalwert, Maximalwert sowie dem Median.

Naevi Spitz und ,,spitzoide” maligne Melanome (Mittelwert: X = 15,68; Standardabweichung:
s = 7,16) zeigen in durchschnittlichen Proliferationsraten beziiglich Minimalwert, Maximalwert
sowie dem Median annéhernd identische Ergebnisse.

3.2.2.1 Vergleich von Naevus Spitz und malignem Melanom

Die Box-Plots in Abbildung 7 auf Seite 47 zeigen einen deutlichen Anstieg der maximalen
Proliferationsraten von Naevus Spitz zum malignen Melanom.
Maximal- und Minimalwerte, sowie Median von Naevus Spitz unterscheiden sich stark zu

den entsprechenden Werten des malignen Melanoms.
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Beziiglich der maximalen Proliferationsrate lassen sich fiir den Minimalwert ca. 0,1%-, fiir
den Median ca. 0,12%- sowie fiir den Maximalwert ca. 0,39%-Punkte Unterschied zeigen.
Es gibt keine Uberschneidung der Interquantilabstinde.

Der Bereich von 0,16-0,24% maximaler Proliferationsraten stellt eine Grauzone dar, in der
sich Tumoren unterschiedlicher Dignitdt befinden. Eine Dignititszuordnung mit Hilfe von

maximaler Proliferationsrate ist in diesem Bereich somit nicht moglich.

3.2.2.2 Vergleich von Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignen
Melanom

Beziiglich maximaler Proliferationsraten ldsst sich zwischen Naevus Spitz und
»spitzoidem* malignen Melanom kaum ein Unterschied zeigen. Der Median und
Minimalwert beider sind anndhernd identisch und unterscheiden sich kaum voneinander.
Der Maximalwert des ,,spitzoiden* malignen Melanoms liegt 0,07%-Punkte iiber dem
Maximalwert des Naevus Spitz. Der Interquantilabstand vom ,,spitzoiden” malignen
Melanom ist grofler. Der 75% Werte des ,,spitzoiden” malignen Melanoms liegt 0,03%
hoher als der entsprechende 75% Wert des Naevus Spitz. Der 25% Wert des ,,spitzoiden*
malignen Melanoms und Naevus Spitz sind identisch und liegen bei 0,1%.

Im Bereich von ca. 0,07% bis 0,24% maximaler Proliferationsraten stellt sich eine
Grauzone dar, in der sich die Mehrzahl der untersuchten Naevus Spitz und ,,spitzoiden*
malignen Melanome trotz unterschiedlicher Dignitit befinden. Eine Dignititszuordnung
mit Hilfe maximaler Proliferationrate ist somit in diesem Bereich nicht moglich (siche

Abbildung 7 auf Seite 47).

3.2.2.3 Vergleich von ,,spitzoidem* malignen Melanom und
malignem Melanom

»Spitzoides® malignes Melanom und malignes Melanom unterscheiden sich deutlich
beziiglich Median, Maximal- und Minimalwert sowie dem Interquantilabstand
voneinander.

Es zeigt sich ein Anstieg des Medians um ca. 0,12%-Punkte vom ,,spitzoiden* malignen
Melanom zum malignen Melanom. Die Gruppe der malignen Melanome zeigt einen

deutlich hoheren Maximal- und Minimalwerte als die Gruppe der ,,spitzoiden* malignen
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Melanome. Der Interquantilabstand der malignen Melanome ist breiter und befindet sich in
einem hoheren Bereich maximaler Proliferationsraten. Die Interquantilabstinde beider
Tumore iiberlappen sich nicht.

Es kann festgestellt werden, dass in dieser Untersuchung maligne Melanome in der
Mehrzahl der Fille hohere maximale Proliferationsraten als ,,spitzoide* maligne Melanome
haben. Es zeigt sich jedoch auch, dass in einem Bereich von 0,16-0,31%-Punkten
Uberlappungen auftreten. In diesem Bereich liegen sowohl ,,spitzoide* maligne Melanome
als auch maligne Melanome. Es kann in diesem Bereich also nicht mit Hilfe maximaler
Proliferationsrate zwischen ,,spitzoidem™ malignen Melanom und malignen Melanom

unterschieden werden (siche Abbildung 7 auf Seite 47).
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3.23 Minimale Proliferationsraten
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Abbildung 8:

Darstellung minimaler Proliferationsraten der Tumoren Naevus Spitz, ,spitzoides” malignes
Melanom und malignes Melanom in Box-Plots. Es zeigt sich ein Anstieg der minimalen
Proliferationsraten von Naevi Spitz (Mittelwert: x = 5,07; Standardabweichung: s = 3,19) zu
malignen Melanomen (Mittelwert: X = 11,44; Standardabweichung: s = 6,52).

Naevi Spitz und ,,spitzoide” maligne Melanome (Mittelwert: X = 6,56; Standardabweichung:
s = 4,04) zeigen in minimalen Proliferationsraten annéhernd identische Ergebnisse.

3.2.3.1 Vergleich von Naevus Spitz und malignem Melanom

In den Box-Plots in Abbildung 8 auf Seite 50 zeigen sich Unterschiede im Maximal- und
Minimalwert, dem Median und dem Interquantilabstand. Alle Werte des Naevus Spitz
liegen unterhalb der entsprechenden Werte des malignen Melanoms. Die Unterschiede
beziiglich Maximal- und Minimalwert sind jedoch geringer als bei den Box-Plots fiir

durchschnittliche und maximale Proliferationsraten (Abbildung 6 und 7 auf Seite 44 und
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47). Der Median zeigt einen Unterschied von ca. 0,05% Punkten vom Naevus Spitz zum
malignem Melanom, wobei sich die Interquantilabstinde bei 0,05%-0,06% iiberschneiden.

Eine Grauzone besteht zwischen 0,03-0,15%, in der sich sowohl Naevus Spitz als auch
maligne Melanome befinden. In diesem Bereich ist also mit Hilfe minimaler Proliferations-

rate keine Unterscheidung zwischen Naevus Spitz und malignem Melanom mdglich.

3.2.3.2 Vergleich von Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignen Melanom

Es zeigen sich kaum Unterschiede zwischen Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignen
Melanom. Median, Minimal- und Maximalwert sind annédhernd identisch. Der Interquantil-
abstand des ,,spitzoidem* malignen Melanoms ist deutlich grofer und zeigt hohere
Proliferationsraten. Die Interquantilabstdnde {iberschneiden sich jedoch im Bereich
niedrigerer Proliferationsraten von 0,04%-0,06%.

Eine Unterscheidung zwischen Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignen Melanom mittels
minimaler Proliferationsrate ist auch hier nicht moglich, da es Uberschneidungen in einem
Bereich von 0,02-0,14% gibt, in denen beide Tumore trotz unterschiedlicher Dignitit

liegen (siehe Abbildung 8 auf Seite 50).

3.2.3.3 Vergleich von ,,spitzoidem* malignen Melanom und malignem
Melanom

Es zeigen sich Unterschiede beziiglich Maximal- und Minimalwert sowie dem Median.
Der Median in der Gruppe der malignen Melanome ist 0,04% Punkte hoher als der Median
der Gruppe der ,spitzoiden* malignen Melanome. Auch der Interquantilabstand der
malignen Melanom-Gruppe ist grofler und zeigt deutlich hohere Proliferationsraten. In
einem Bereich von 0,05-0,11% tiberschneiden sich beide Interquantilabstinde. Minimal-
und Maximalwert der malignen Melanome zeigen hohere Proliferationsraten.

Im Bereich von 0,03-0,14% gibt es Uberschneidungen zwischen Werten minimaler
Proliferationsraten der Gruppen ,,spitzoider maligner Melanome und maligner Melanome.
In diesem Bereich ist eine Unterscheidung zwischen ,,spitzoidem* malignen Melanom und
malignem Melanom mit Hilfe minimaler Proliferationsrate somit nicht moglich (siche

Abbildung 8 auf Seite 50).
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3.24 Zusammenfassung der Vergleiche

Betrachtet man die Box-Plots in den Abbildungen 6, 7 und 8 (Seite 44, 47 und 50), so zeigt
sich ein &dhnlicher Trend bei den drei Zielvariablen durchschnittliche, maximale und
minimale Proliferationraten.

Mit Hilfe der Messung von durchschnittlicher, maximaler oder minimaler
Proliferationsraten ist es aufgrund fehlender Unterschiede nicht moglich zwischen einem
(benignen) Naevus Spitz und einem ,,spitzoidem* malignen Melanom zu unterscheiden.
Die Spannweite ist bei den 3 betrachteten Zielkriterien dhnlich. Der einzige Unterschied
besteht darin, dass beim Naevus Spitz ein groBeres Gewicht auf der oberen Hilfte der
Proliferationsratenverteilung liegt.

Selbst eine Unterscheidung zwischen Naevus Spitz und malignem Melanom kann nicht mit
Sicherheit getroffen werden, da ebenfalls Grauzonen bestehen, in denen sich beide Tumore
trotz unterschiedlicher Dignitét und unterschiedlichem biologischem Verhalten finden. Es
lasst sich jedoch grafisch eindeutig zeigen, dass generell die Gruppe der malignen
Melanome im Vergleich zur Gruppe der Naevi Spitz und auch der ,,spitzoiden* malignen
Melanome hoéhere Proliferationsraten aufweist.

Trotz angenommener gleicher Dignitit mit dem malignen Melanom, verhilt sich das
,»Spitzoide* maligne Melanom beziiglich untersuchter Proliferationsraten jedoch eher wie
ein Naevus Spitz. Eine Mittelstellung zwischen Naevus Spitz und malignen Melanom kann
dem ,,spitzoidem* malignen Melanom nach diesem Kriterium somit nicht eingerdumt

werden.
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3.2.5 Tests

In einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Faktor Dignitdt konnte gezeigt
werden, dass ein signifikanter Einfluss der Melanomart auf die Proliferation besteht. Dies

gilt fiir durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten (p<0,001).

In t-Tests fiir unabhédngige Stichproben wurden die Tumoren Naevus Spitz, ,,spitzoides*
malignes Melanom und malignes Melanom beziiglich durchschnittlicher, maximaler und

minimaler Proliferationsraten einzeln miteinander verglichen.

3.2.5.1 Vergleich von Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignen
Melanom

Beim Vergleich zwischen Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignem Melanom wurde ein
p-Wert = 0,177 fiir durchschnittliche, ein p-Wert = 0,254 fiir maximale und ein p-Wert =
0,190 fiir minimale Proliferationsraten errechnet.

Somit ldsst sich zeigen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen Naevus Spitz und
»spitzoidem* malignen Melanom beziiglich durchschnittlicher, maximaler und minimaler

Proliferationsraten besteht.

3.2.5.2 Vergleich von Naevus Spitz und malignem Melanom

Beim Vergleich zwischen Naevus Spitz und malignem Melanom konnte sowohl fiir
durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten ein p-Wert < 0,001
errechnet werden.

Somit ldsst sich zeigen, dass ein signifikanter Unterschied zwischen Naevus Spitz und
malignem Melanom beziiglich durchschnittlicher, maximaler und minimaler Proliferations-

rate besteht.
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3.2.5.3 Vergleich von ,,spitzoidem* malignen Melanom und
malignem Melanom

Beim Vergleich zwischen ,,spitzoidem™ malignen Melanom und malignem Melanom
konnte sowohl fiir durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsrate ein p-Wert
< 0,05 errechnet werden. (p=0,003 fiir durchschnittliche Proliferationsrate, p=0,002 fiir
maximale Proliferationsrate, p=0,041 fiir minimale Proliferationsrate)

Somit ldsst sich zeigen, dass ein signifikanter Unterschied zwischen ,,spitzoidem*
malignen Melanom und malignem Melanom beziiglich durchschnittlicher, maximaler und

minimaler Proliferationsrate besteht.

33 Proliferationsraten in den Bereichen zentral-tief, zentral-
oberflichlich und peripher fiir Naevus Spitz, ,,spitzoides
malignes Melanom und malignes Melanom

Es wurde die durchschnittliche Proliferationsrate in ausgewahlten Bereichen ermittelt.
Dabei wurden die Tumore in die Bereiche zentral-oberflachlich, zentral-tief sowie peripher
eingeteilt.

Zentral-oberfldchlich umschreibt hierbei drei Gesichtsfelder, hauptsidchlich zentrale,
epidermale Teile des Tumors. Ebenfalls drei Gesichtsfelder beschreiben den Bereich
zentral-tief. Dieser stellt meist die dermo-epidermale Zone mit deutlich stirkerer Betonung
der Dermis dar.

Der Bereich peripher beschreibt insgesamt 4 Gesichtsfelder, die randbildend in dem Tumor
sind (zwei rechts, zwei links). Hierbei handelt es sich hauptsidchlich um epidermale Teile,

da die Tumore im Randbereich doch stark abflachen.
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3.3.1 Naevus Spitz vom junktionalen Typ

Es zeigt sich, bezogen auf Proliferationraten in den unterschiedliche Bereichen, dass keine
Vereinheitlichung der Naevi Spitz vom junktionalen Typ einer Tumordickenklasse
moglich ist. Es kann auch keine Aussage getroffen werden in welchem Bereich Naevi

Spitz vom junktionalen Typ vorzugsweise proliferieren (siche Tabelle 3.3.1 auf Seite 55).

Proliferationsrate (%)
Paparat | Tumordicke (mm)| zentr.-oberfl. | zentr.-tief| peripher
7036/00 0,23 15,13 13,90 10,07
21895/00 0,29 7,23 9,43 9,47
15774/00 0,30 9,33 6,83 | -
13131/99 0,32 3,563 3,90 5,65
2633/99 0,35 9,98 9,40 11,47
1868/96 0,35 8,30 6,40 2,67
1948/99 0,40 11,40 6,83 12,60
8867/99 0,40 13,67 12,53 | -
18986/99 0,45 16,83 21,30 19,40
14309/00 0,45 14,13 9,73 8,83
1182/01 0,45 6,38 6,00 6,77
212/01 0,45 5,60 6,00 7,50
13375/99 0,50 15,33 11,10 14,57
14922/00 0,50 13,15 8,97 9,03
21227/00 0,50 6,20 6,43 5,17
2302/99 0,50 13,43 10,20 12,53
6672/99 0,50 7,88 7,40 4,63
5935/00 0,50 10,83 5,53 8,33
11458/00 0,55 20,30 11,50 13,13
3816/99 0,70 5,35 5,53 10,93
7433/99 0.85 15,85 16,40 16,37

Tabelle 3.3.1:

Naevus Spitz vom junktionalen Typ: Regionale Proliferationsraten geordnet nach
Tumordicke

Die regionalen Proliferationsraten (%) der 21 aufgelisteten Naevi Spitz vom junktionalen Typ,
untersucht an jeweils einem histologischen Gewebeschnitt, zeigen kein Proliferationszentrum fiir
diesen Tumortyp.
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3.3.2 Naevus Spitz vom Compound-Typ

Die Untersuchung der drei Bereiche: peripher, zentral-oberldachlich und zentral-tief erfolgte
nach dem gleichen Schema wie fiir die Naevi Spitz vom junktionalen Typ.

Es lieB sich weder fiir die Naevi Spitz der Tumordickenklassen I noch der Tumordicken-
klasse II zeigen, in welchem der Bereiche vornehmlich Proliferation stattfindet.

Da die Bereiche peripher und zentral-oberfldachlich allerdings hauptsédchlich epidermale
Teile und zentral-tief dermale Teile des Tumors erfassen, scheint die Tendenz zu bestehen,

dass Proliferation eher epidermal stattfindet (sieche Tabelle 3.3.2 auf Seite 56).

Proliferationsrate (%)
Paparat | Tumordicke (mm) | zentr.-oberfl. | zentr.-tief | peripher
13569/99 0,30 10,05 10,40 6,73
11451/99 0,34 12,20 5,63 8,06
23273/98 0,35 6,53 6,07 5,43
20072/98 0,45 7,80 6,47 5,43
17495/00 0,51 5,48 5,57 6,57
22955/98 0,54 9,38 4,30 5,73
11659/00 0,56 11,05 5,30 2,93
12161/98 0,60 11,88 15,23 16,25
15762/00 0,61 713 7,40 3,80
1191/96 0,63 8,70 10,30 10,80
10634/00 0,65 9,68 870 | -
13880/99 0,65 8,95 11,77 6,67
11278/98 0,75 5,50 12,83 1,57
386/99 0,80 4,00 7,90 577
24419/00 0,85 7,80 6,63 5,73
9788/99 0,93 10,67 5,90 2,73
6710/00 1,00 4,10 5,53 3,07
10039/98 1,60 13,80 16,10 8,17
Tabelle 3.3.2:

Naevus Spitz vom Compound-Typ: Regionale Proliferationsraten geordnet nach
Tumordicke

Die regionalen Proliferationsraten (%) der 18 aufgelisteten Naevi Spitz vom Compound-Typ,
untersucht an jeweils einem histologischen Gewebeschnitt, zeigen kein vereinheitlichbares
Proliferationszentrum fiir diesen Tumortyp.
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3.3.3 ,,Spitzoides* malignes Melanom

Bei der Betrachtung der regionalen Proliferationsraten ,,spitzoider® maligner Melanome
konnte kein einheitlicher Bereich fiir Proliferationsmaxima gezeigt werden.

Hoéhere Proliferationraten finden sich jedoch vermehrt epidermal als dermal, dhnlich dem
Naevus Spitz vom Compound-Typ.

Bei Betrachtung der Messergebnisse in Tabelle 3.3.3 erkennt man keinen Trend, dass mit

wachsender Tumordicke die Proliferation zunimmt (siehe Tabelle 3.3.3 auf Seite 57).

Proliferationsrate (%)

Paparat | Tumordicke (mm) | zentr.-oberfl. | zentr.-tief | peripher

982/98 0,27 19,55 18,37 | -
16375/99 0,30 6,63 10,80 7,70
8514/96 0,30 5,18 6,83 | -
10929/00 0,33 8,10 5,43 5,60
6349/99 0,40 7,88 10,57 6,30

658/01 0,40 8,95 11,47 | -
1442/99 0,50 6,13 4,87 5,67
14054/00 0,50 15,60 13,70 21,47
1509/00 0,60 5,80 8,47 6,83
1306/01 0,70 18,95 27,60 13,60
14824/00 1,00 6,43 11,13 7,03
11362/00 1,20 14,65 14,17 12,73

Tabelle 3.3.3:

»Opitzoides“ malignes Melanom: Regionale Proliferationsraten geordnet nach
Tumordicke

Die regionalen Proliferationsraten (%) der 12 aufgelisteten ,,spitzoiden® malignen Melanome,
untersucht an jeweils einem histologischen Gewebeschnitt, zeigen kein vereinheitlichbares
Proliferationszentrum fiir diesen Tumortyp.
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3.3.4 Malignes Melanom

Es lésst sich auch bei den malignen Melanomen nicht zeigen, in welchem der drei Bereiche
die groBte Proliferationsrate zu erwarten ist.

Die Proliferationsraten liegen fiir den Bereich peripher zwischen 9,18% und 38,18%, fiir
den Bereich zentral-oberflachlich zwischen 10,80% und 57,83% und fiir den Bereich
zentral-tief zwischen 6,03% und 27,43%.

Die Mittelwerte der Proliferationsraten filir peripher und zentral-oberflachlich unter-
scheiden sich kaum (22,6% vs. 22,7%), da beide Bereiche auch hauptsichlich epidermale
Proliferation erfassen.

Dermale Anteile der malignen Melanome zeigen einen niedrigeren Mittelwert der Proli-
ferationsraten von 16,35%.

Es treten jedoch starke Uberschneidungen von Proliferationsraten unterschiedlicher
Bereiche auf, so dass keine Aussage beziiglich eines Proliferationszentrums in malignen

Melanomen gemacht werden kann (sieche Tabelle 3.3.4 auf Seite 58).

Proliferationsrate (%)
Paparat Tumordicke (mm) | zentr.-oberfl. | zentr.-tief | peripher
11001/01 1,00 17,70 13,20 6,03
11392/00 1,00 11,90 11,57 13,80
8167/00 1,20 9,18 21,97 16,73
9674/98 1,30 26,25 30,90 | -
16180/01 1,55 20,30 18,10 12,23
23585/99 2,00 13,08 10,80 12,07
522/00 2,00 38,18 24,73 27,07
19761/00 2,10 18,33 15,43 11,00
15156/99 3,00 23,88 25,17 20,97
7612/01 4,10 38,15 57,83 27,43
13962/01 5,20 31,08 20,10 16,03
Tabelle 3.3.4:

Malignes Melanom: Regionale Proliferationraten geordnet nach Tumordicke

Die regionalen Proliferationsraten (%) der 11 aufgelisteten malignen Melanome, untersucht an
jeweils einem histologischen Gewebeschnitt, zeigen kein vereinheitlichbares Proliferationszentrum
fiir diesen Tumortyp.
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3.4 Vergleich der drei Bereiche zentral-tief, zentral-oberflichlich
und peripher

Ohne Berticksichtigung der Dignitdt kann mit Hilfe des ,repeated measures ANOVA-
Tests (p-Wert <0,001) auf einen Unterschied beziiglich der verschiedenen Bereiche

geschlossen werden.

Beim paarweisen Vergleich der drei Bereiche mit verbundenem t-Test konnte ein
signifikanter Unterschied von zentral-tief zu peripher (p-Wert = 0,001), mit einem
Mittelwert peripher > Mittelwert zental-tief, sowie von zentral-tief zu zentral-oberflachlich

(p-Wert = 0,018), Mittelwert zentral-oberfiachlich > Mittelwert zentral-tief, gezeigt werden.

Der paarweise Vergleich von zentral-oberflachlich und peripher (p-Wert = 0,688) konnte
keinen signifikanten Unterschied zeigen. Da die Bereiche zentral-oberfldchlich und
peripher beide vornehmlich epidermale Teile der Tumore erfassen, ist dieses Ergebnis zu

erwarten gewesen.

Geschichtet nach Dignitdt besteht weiterhin ein signifikanter Unterschied beziiglich aller
Bereiche (peripher, zentral-tief, zentral-oberflachlich); p-Werte in Tabelle fett schwarz
und kursiv. Schichtet man nach Dignitét, so ldsst sich lediglich fiir Naevus Spitz und
malignes Melanom ein signifikanter Unterschied fiir paarweisen Vergleich der Bereiche
peripher und zentral-tief aufrechterhalten (p-Werte in Tabelle rot unterlegt).

Beim ,,spitzoiden® malignen Melanom lésst sich beim paarweisen Vergleich der drei

Bereiche kein signifikanter Unterschied zeigen (siche Tabelle 3.4 auf Seite 59).

ztief- ztief- zoberfl- Dignitét p-Wert
zoberfl peripher peripher
0,235 0,009 0,082 Naevus Spitz <0,001
0,283 0,737 0,115 ,»Spitzoides* 0,011
Melanom
0,094 0,028 0,957 Melanom 0,002
Tabelle 3.4:

Paarweiser Vergleich (verbundener T-Test) der Bereiche
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3.5 Korrelationsanalysen

Es wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen durchschnittlicher quantitativer Proli-
feration und Breslow-Index (mm) fiir Naevus Spitz, ,,spitzoides* malignes Melanom und
malignes Melanom besteht.

Desweiteren wurde eine Korrelationsanalyse, geschichtet nach den drei Bereichen,
durchgefiihrt.

3.5.1 Korrelation durchschnittlicher Proliferationsraten mit der
Tumordicke nach Breslow (mm)
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Abbildung 9:

Scatterplot der Naevi Spitz, ,,spitzoiden* malignen Melanome und malignen Melanome zur
Korrelation von Tumordicke und durchschnittlicher Proliferationsrate.

Anhand der nicht linearen Verteilung der Proliferationsraten im Scatterplot sowohl von Naevi
Spitz, ,,spitzoider maligner Melanome und maligner Melanome zeigt sich, dass fiir alle drei
Tumore keine Korrelation der durschnitllichen Proliferationsrate (%) mit der Tumordicke (mm)
besteht.
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3.5.1.1 Naevus Spitz

Der ermittelte Pearson Korrelationskoeffizient ist r = 0,0029.

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) konnte nicht verworfen
werden, da p = 0,986.

Somit besteht kein linearer Zusammenhang zwischen durchschnittlicher Proliferationsrate
und der Tumordicke nach Breslow (mm) fiir die untersuchten Naevi Spitz (siche

Abbildung 9 auf Seite 60).

3.5.1.2 ,,Spitzoides* malignes Melanom

Der ermittelte Pearson Korrelationskoeffizient ist r = 0,1795.

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) konnte nicht verworfen
werden, da p =0,5767.

Somit besteht keine Korrelation zwischen durchschnittlicher Proliferationsrate und der
tumordicke nach Breslow (mm) fiir die untersuchten ,,spitzoiden* malignen Melanome

(siche Abbildung 9 auf Seite 60).

3.5.1.3 Malignes Melanom

Der ermittelte Pearson Korrelationskoeffizient ist r = 0,5465.

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) konnte nicht verworfen
werden, da p =0,0819.

Somit besteht kein Korrelation zwischen durchschnittlicher Proliferationsrate und der
Tumordicke nach Breslow (mm) fiir die untersuchten malignen Melanome (siche

Abbildung 9 auf Seite 60)
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3.5.2 Korrelation durchschnittlicher Proliferationsraten, geschichtet
nach den Bereichen zentral-oberflichlich, zentral-tief, peripher
mit der Tumordicke nach Breslow (mm)

3.5.2.1 Naevus Spitz:

Pearson Korrelationskoeffizient (r) geschichtet nach den drei Bereichen:

peripher: r=0,32 p-Wert =0,985
zentral-oberflachlich: r=0,2236 p-Wert =0,190
zentral-tief: r=0,4930 p-Wert =0,493

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) wird in allen Fillen nicht
verworfen, da alle p-Werte < 0,05 sind.

Es besteht somit keine Korrelation zwischen den durchschnittlichen Proliferationsraten der
einzelnen Bereiche und der Tumordicke nach Breslow (mm) fiir die untersuchten Naevi

Spitz.

3.5.2.2 ,Spitzoides* malignes Melanom

Pearson Korrelationskoeffizient (r) geschichtet nach den drei Bereichen:

peripher: r=0,3305 p-Wert =0,385
zentral-oberfldachlich: r=0,3335 p-Wert =0,380
zentral-tief: r=0,2113 p-Wert =0,585

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) wird in allen Fillen nicht
verworfen, da alle p-Werte < 0,05 sind.

Es besteht somit keine Korrelation zwischen durchschnittlicher Proliferationsrate der
einzelnen Bereiche und der Tumordicke nach Breslow (mm) fiir die untersuchten

»spitzoiden* malignen Melanome.
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3.5.2.3 Malignes Melanom

Pearson Korrelationskoeftfizient (r) geschichtet nach den drei Bereichen:

Peripher: r=0,6789  p-Wert=0,031
zentral-oberfldchlich: r=0,5432 p-Wert=0,105
zentral-tief: r=0,4668 p-Wert=0,174

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) wird fiir die Bereiche
zentral-oberfldchlich und zentral-tief nicht verworfen, da beide p-Werte < 0,05 sind.

Es besteht somit in diesen Bereichen keine Korrelation zwischen durchschnittlichen
Proliferationsraten und der Tumordicke nach Breslow (mm) fiir die untersuchten malignen
Melanome.

Der Test auf die Hypothese r = 0 (kein linearer Zusammenhang) wird fiir den Bereich
peripher verworfen, da p = 0,031.

Hier besteht somit auf einem Niveau von 5% eine Korrelation zwischen durchschnittlicher

Proliferationsrate und Tumordicke nach Breslow (mm).

-63 -



3.6 Altersabhiingigkeit

Fir jeden Tumor in dieser Untersuchung wurde auch das Alter des Patienten

aufgenommen, um die Verteilung der Tumore in Altersschichten zu erfassen

3.6.1 Altersverteilung der untersuchten Tumoren fiir ihre
entsprechende Entitit

3.6.1.1 Naevus Spitz

Das Durchschnittsalter der Patienten mit einem exzidierten Naevus Spitz liegt in dieser
Untersuchung bei 23,46 Lebensjahren mit einer Standardabweichung von s = 10,236. Die
Patienten sind zwischen 3 und 54 Jahre alt. Der Interquantilabstand befindet sich in einem
Bereich von ca. 18 bis 30 Jahren, wihrend der Median bei ca. 23 Jahren liegt (siche

Abbildung 10 auf Seite 65).

3.6.1.2 ,Spitzoides* malignes Melanom

Das Durchschnittsalter der Patienten mit einem exzidierten ,spitzoiden malignen
Melanom liegt bei dieser Untersuchung bei 36,417 Lebensjahren mit einer Standard-
abweichung von s = 15,803. Die Patienten sind zwischen 21 und 71 Jahre alt. Der
Interquantilabstand befindet sich in einem Bereich von ca. 25 bis 43 Jahren, wéihrend der

Median bei ca. 32 Jahren liegt (siche Abbildung 10 auf Seite 65).

3.6.1.3 Malignes Melanom

Das Durchschnittsalter der Patienten mit einem exzidierten malignen Melanom liegt bei
dieser Untersuchung bei 69,636 Lebensjahren mit einer Standardabweichung von s =
16,114. Die Patienten sind zwischen 37 und 88 Jahre alt. Der Interquantilabstand befindet
sich in einem Bereich von 54 bis 79 Jahren, wihrend der Median bei ca. 75 Jahren liegt

(siche Abbildung 10 auf Seite 65).
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3.6.2  Vergleich der Altersverteilung der untersuchten Tumore
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Abbildung 10:

Box-Plots zur Altersverteilung der Patienten mit Naevi Spitz, ,spitzoiden® malignen
Melanomen und malignen Melanomen

Das Alter der Patienten mit Naevi Spitz, ,spitzoiden“ malignen Melanomen und malignen
Melanomen wurde in Box-Plots aufgetragen. Hierbei zeigt sich, dass Patienten mit malignen
Melanomen ein héheres Alter aufweisen als Patienten mit Naevi Spitz und ,,spitzoiden® malignen
Melanomen.

Vergleicht man die Altersverteilung der drei Tumortypen Naevus Spitz, ,,spitzoides™
malignes Melanom und malignes Melanom in Abbildung 10 miteinander so zeigt sich ein
genereller Anstieg des Lebensalters vom Naevus Spitz liber ,,spitzoides* malignes
Melanom zum malignen Melanom. Dies spiegelt sich in Minimum und Maximum,

Interquantilabstand und auch im Median wieder (siche Abbildung 10 auf Seite 65).
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3.6.2.1 Vergleich von Naevus Spitz und ,,spitzoidem* malignen
Melanom

Der Minimal- und Maximalwert flir das Alter der Patienten unterscheiden sich in dieser
Untersuchung deutlich voneinander. Der jiingste Patient mit einem Naevus Spitz ist 3 Jahre
alt, wihrend der jiingste Patient mit einem diagnostizierten ,,spitzoidem* malignen
Melanom 21 Jahre ist.

Ahnlich verhilt es sich mit dem jeweils iltesten Patienten in den beiden Tumorgruppen.
Der iélteste Patient mit einem Naevus Spitz ist in dieser Untersuchung 54 Jahre alt,
wihrend der élteste Patient mit diagnostiziertem ,,spitzoidem* malignen Melanom 71 Jahre
alt ist. Obwohl beziiglich des Medians zwischen Naevus Spitz und ,,spitzoidem*
malignem Melanom ca. 10 Jahre Unterschied bestehen, gibt es eine Uberschneidung der
Interquantilabstinde in einem Bereich von 25-30 Jahren. Insgesamt gibt es Uber-
schneidungen im Altersbereich von ca. 21 bis 53 Jahren. Das Patientenalter kann somit,
insbesondere im Bereich der Uberschneidung der Interquantilabstinde, keine zusitzliche

Hilfe bei der Dignitdtsbestimmung dieser Tumore sein (siche Abbildung 10 auf Seite 65).

3.6.2.2 Vergleich von Naevus Spitz und malignem Melanom

Der Minimal- und Maximalwert fiir das Alter der Patienten unterscheiden sich in dieser
Untersuchung deutlich voneinander. Der jiingste Patient mit einem Naevus Spitz ist 3 Jahre
alt, wihrend der jlingste Patient mit einem diagnostizierten malignem Melanom 37 Jahre
alt ist.

Ahnlich verhilt es sich mit dem jeweils iltesten Patienten in den beiden Tumorgruppen.
Der iélteste Patient mit einem Naevus Spitz ist in dieser Untersuchung 54 Jahre alt,
wiahrend der dlteste Patient mit diagnostiziertem malignen Melanom 88 Jahre alt ist.
Beziiglich des Medians bestehen zwischen Naevus Spitz und malignem Melanom ca. 53
Jahre Unterschied. Es gibt keine Uberschneidung der Interquantilabstinde. In einem
Altersbereich von 38 bis 53 Jahren gibt es Uberschneidungen, wo sich sowohl Patienten
mit Naevus Spitz als auch malignem Melanom finden. Das Patientenalter kann somit in
diesem Uberschneidungsbereich keine zusitzliche Hilfe bei der Dignititsbestimmung

dieser Tumore sein (siche Abbildung 10 auf Seite 65).
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3.6.2.3 Vergleich von ,,spitzoidem* malignen Melanom und
malignem Melanom

Der Minimal- und Maximalwert flir das Alter der Patienten unterscheiden sich in dieser
Untersuchung ebenfalls voneinander. Der jlingste Patient mit einem ,,spitzoidem‘ malignen
Melanom ist 21 Jahre alt, wihrend der jiingste Patient mit einem diagnostizierten
malignem Melanom 37 Jahre ist.

Ahnlich verhilt es sich mit dem jeweils iltesten Patienten in den beiden Tumorgruppen.
Der dlteste Patient mit einem ,,spitzoidem* malignen Melanom ist in dieser Untersuchung
71 Jahre, wéahrend der &lteste Patient mit diagnostiziertem malignem Melanom 88 Jahre alt
ist. Beziiglich des Medians bestehen zwischen ,,spitzoidem* malignen Melanom und
malignem Melanom ca. 43 Jahre Unterschied. Es gibt keine Uberschneidung der
Interquantilabstinde. In einem Altersbereich von 38 bis 71 Jahren gibt es Uber-
schneidungen, wo sich sowohl Patienten mit ,,spitzoidem* malignen Melanom als auch
malignem Melanom finden. Das Patientenalter kann somit in diesem Uberschneidungs-
bereich keine zusdtzliche Hilfe bei der Dignitdtsbestimmung dieser Tumore sein (siche

Abbildung 10 auf Seite 65).

3.6.2.4 Zusammenfassung der Vergleiche

Generell zeigt sich, dass Patienten mit einem diagnostizierten benignen Naevus Spitz
jinger sind als Patienten mit einem malignen Melanom. Dennoch bedeutet dies keine
sichere Hilfe bei der Beurteilung der Dignitét, da es auch relativ junge Patienten mit einem
malignen Melanom und auch éltere Patienten mit einem Naevus Spitz gibt.

Im Vergleich zwischen Naevus Spitz und ,,spitzoidem‘ malignen Melanom kann das Alter
keinesfalls als Hilfe zur Bestimmung der Dignitét betrachtet werden, da es deutliche
Uberschneidungen, insbesondere der Interquantilabstinde, gibt.

Hier kann vom Einbeziehen des Alters des Patienten in die Beurteilung der Dignitédt nur

abgeraten werden.
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3.6.3 Kovarianzanalyse (ANCOVA)

In dieser Kovarianzanalyse wurde der Einfluss der Entitdt auf die durchschnittliche
Proliferationsrate unter Berlicksichtigung des Alters untersucht.

Ein ermittelter p-Wert von 0,003 zeigt hierbei Signifikanz, daraus folgt ein Einfluss der
Entitdt auf die Proliferation.

Daraus folgt, dass sich die durchschnittliche Proliferation unter Berlicksichtigung des
Alters zwischen ,,spitzoidem® malignen Melanom, Naevus Spitz und malignem Melanom

unterscheidet (auf einem Niveau von 5%).

Beim anschlieBenden paarweisen Vergleich wurden folgende p-Werte ermittelt:
Naevus Spitz und ,,spitzoides* malignes Melanom: p = 0,224
Naevus Spitz und malignes Melanom: p = 0,005

Malignes Melanom und ,,spitzoides* malignes Melanom: p = 0,076

Der Einfluss der Entitédt auf die durchschnittliche Proliferationsrate unter Beriicksichtigung
des Alters liegt vorrangig am Vergleich von Naevus Spitz und malignem Melanom (p =
0,005).

Daraus folgt, dass beim paarweisen Vergleich der drei Entititen nur zwischen Naevus
Spitz und malignem Melanom eine Signifikanz vorhanden ist und somit die
»Gesamtsignifikanz aus der ANCOVA im Wesentlichen auf diesen paarweisen Vergleich

zuriickzufiihren ist.
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4. Diskussion

Der Naevus Spitz stellt eine der schwierigsten histologischen Differenzialdiagnosen zum
malignem Melanom dar.

Bis zum heutigen Tag gibt es keinen spezifischen Marker zur Differenzierung zwischen
malignem Melanom und (benignem) Naevus Spitz oder anderen melanozytiren Tumoren.
Proliferation ist ein charakteristisches Merkmal benigner und maligner Tumoren.
Prinzipiell weisen allerdings maligne Tumore einen héheren Grad an Proliferation auf,
zudem scheint die Proliferationsrate mit dem Grad der Malignitit zu korrelieren oder
zumindest zusammenzuhiingen, wie zum Beispiel beim Barrett Osophagus [Haggitt RC,
1994].

Dies hat zu einer Reihe von Untersuchungen gefiihrt, die sich mit dem prognostischen
Potential und der diagnostischen Wertigkeit von Proliferationsmarkern beschéftigt haben
[Niemann et al., 1993].

Es konnten Korrelationen zwischen dem Grad von proliferativer Aktivitdit mit dem
Tumorstadium oder zum Beispiel der Uberlebenszeit des Patienten in unterschiedlichsten
malignen Tumoren gezeigt werden [Jochum et al., 1996; Wakimoto et al., 1996].

Speziell fiir das maligne Melanom lie3 sich nachweisen, dass die MIB-I Expression mit
histologischen Parametern wie Tumordicke nach Breslow und Clark Level korreliert
[Henrique et al., 2000].

Der in dieser Arbeit verwendete Proliferationsmarker Ki-67, Klon MIB-I stellt einen der
altesten und bekanntesten Proliferationsmarker dar.

Der MIB-I Antikérper markiert das KI-67 Antigen in formalinfixiertem, paraffin-
eingebettetem Gewebe und ermoglicht somit Studien an archivierten Materialien. Die
Expression des Ki-67 Proteins ist streng assoziiert mit dem Zellzyklus. Das Ki-67 Protein
ist wiahrend der gesamten aktiven Phase des Zellzyklus detektierbar und kann nicht in
ruhenden Zellen nachgewiesen werden. Dies macht Ki-67, Klon MIB-I, zu einem
exzellenten Marker fiir die Zellproliferation [Scholzen und Gerdes, 2000].

Die in dieser Untersuchung vorgenommene Auswertung der Einzelfirbung mit dem
Antikorper Ki-67, Klon MIB-1, war aufgrund der anatomischen Nachbarschaft epider-
maler Keratinozyten zu Melanozyten, sowie der bekannten hohen Proliferationsrate von
Keratinozyten erwartungsgemall mit Schwierigkeiten behaftet. Die Unterscheidung
zwischen proliferierenden Keratinozyten und proliferierenden Melanozyten war in der

Einzelfarbung mit Ki-67 nur anhand morphologischer Kriterien moglich (siehe Abbildung
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5, Seite 36). Die Problematik, dass sowohl proliferierende Melanozyten als auch
Keratinozyten, insbesondere in der dermoepidermalen Junktionszone, mit einer einfachen
MIB-I Féarbung in die Auswertung gelangen, hat auch schon Soyer beschrieben [Soyer,
1991]. Andere Autoren beschreiben die Auswertung ihrer immunhistochemischen
Einzelfarbungen mit MIB-1 hingegen als unproblematisch und anhand morphologischer
Kiriterien fiir moglich [Sparrow et al., 1998].

Anfingliche Auswertungen der Ki-67 Einzelfirbung waren aufgrund der morphologischen
Schwierigkeiten in der Differenzierung zwischen Melanozyten und Keratinozyten sehr
zeitaufwéindig und somit fiir einen moglichen spéteren klinisch diagnostischen Einsatz
unpraktikabel. Die MIB-1 Einzelfarbung erwies sich mit einer zu hohen Fehlerquote
behaftet, so dass dieser Weg nicht weiter beschritten wurde.

Zur besseren Erfassung der Proliferationsraten von Zellen melanozytaren Ursprungs wurde
daher eine spezielle Doppelfarbung mit den Markern Anti-Human Ki-67 Antigen und
Anti-Vimentin neu entwickelt und immunhistochemisch an den zur Verfiigung stehenden
Schnitten der Spitz Naevi, ,,spitzoiden malignen Melanome und malignen Melanome zur
Anwendung und Auswertung gebracht (siche Abbildungen 4, Seite 35 und histologische
Bilder im Anhang).

Anti-Vimentin, Klon V9, ist ein Antikorper, der mit Vimentin, einem 57 kDa Intermediér-
filamentprotein in Zellen mesenchymalen Ursprungs, reagiert. Er zeigt keine Reaktivitét
mit dhnlichen Interfilamentproteinen wie Desmin, Keratin oder Neurofilament [Azumi und
Battifora, 1987].

Lymphozyten und Langerhanszellen zeigten Reaktivitdit mit Anti-Vimentin, Klon V9,
wobei die Anzahl proliferierender Langerhanszellen statistisch keinen Einfluss auf die
Auswertung hatte. Die Reaktivitit der Lymphozyten stellte im dermalen Bereich nur
geringe Differenzierungsschwierigkeiten zu Melanozyten dar.

Vimentin, Klon V9, als Marker fiir Zellen mesenchymalen Ursprungs, wurde hierbei somit
zur Differenzierung zwischen Melanozyten und Keratinozyten herangezogen. Im
Vergleich der Féarbungen miteinander zeigen sich die Vorteile der neu entwickelten
Doppelfarbung Ki-67/Vimentin fiir die Auswertung (siche Abbildung im Anhang).

Frithere Arbeiten wiesen bereits auf den Wert von Vimentin in der Differenzierung
zwischen epithelialen und nicht epithelialen Tumoren hin, insbesondere auf die Reaktivitit
von Melanomzellen [Azumi und Battifora, 1987].

Neben der neu entwickelten Doppelfiarbung wurde in dieser Arbeit versucht, den Tumor

flichendeckend beziiglich seiner Proliferationsraten zu erfassen. Die gewihlten zehn
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Gesichtsfelder fiir diese Auswertung sind, wie schon im Teil Material und Methoden
erwihnt, systematisch liber den Gesamttumor verteilt. Unterschieden wurde dabei in
oberflachlich epidermale (zentral-oberflachlich und Peripherie), sowie tiefere dermale
Bereiche, wobei die gezdhlte Zellzahl pro Gesichtsfeld unter einer 200-fachen
VergoBerung bei ca. 600 Zellen lag.

Durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten wurden aus allen Gesichts-
feldern berechnet und anschlieend fiir den gesamten Tumor gemittelt.

Bergman et al., die sich schon zuvor mit Proliferationsraten diesbeziiglich beschéftigt
haben, legten ihren Auswertung nur 4 Gesichtsfelder zugrunde, deren Auswahl subjektiv
visuell nach vermeintlich hochsten Proliferationszentren ausgerichtet war [Bergman et al.,
2001].

Andere Arbeitsgruppen fiihrten eine randomisierte Auswahl der Gesichtsfelder durch und
betrachteten lediglich 100 Zellen mit Bezug auf Proliferation [Kaleem et al., 2000].
Weitere Unterschiede gibt es in der Ermittlung der maximalen Proliferationsrate eines
Tumors: Wiéhrend in dieser Arbeit der Maximalwert aus zehn Gesichtsfeldern berechnet
wurde, nehmen zum Beispiel Sparrow et al. das Gesichtsfeld mit der hdochsten
Proliferationsrate als reprisentativ und aussagekriftig fiir den Gesamttumor an [Sparrow et
al.,1998].

Bei der Betrachtung der Messergebnisse fiir die einzelnen Tumoren zeigen sich erhebliche
Schwankungen der Proliferationsraten pro gemessenem Gesichtsfeld.

Die Proliferation zeigt nach diesen Messergebnissen ein relativ inhomogenes Verteilungs-
muster innerhalb der Tumoren.

Die biologische Aktivitdt scheint somit nicht auf einzelne Proliferationszentren innerhalb
des Tumors konzentriert, sondern iiber den Gesamttumor sowohl in der Breite als auch in
der Tiefe verteil zu sein, sodass sich die Ergebnisse von Bergman et al.[2001] bzw.
Kaleem et al.[2000] in ihrer Wertigkeit relativieren.

Nach unseren Ergebnissen konnen diese Auswertungsmethoden keine reprisentative
Proliferationsrate fiir den Gesamttumor geben, da sie nicht die biologische Aktivitit,
verteilt iiber den Gesamttumor, berilicksichtigen, sondern fokale Proliferationen
beschreiben.

Mit der Auswertung moglichst vieler iiber den Tumor verteilter Gesichtsfelder 1dsst sich
somit am ehesten eine repriasentative Proliferationsrate fiir den Gesamttumor ermitteln.

Die hier eingeschlagene Auswertungsmethode wird im iibrigen durch andere Arbeiten

bekriftigt, die eine geringe Reproduzierbarkeit bei der Erfassung von Proliferationsraten
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mit Ki-67 [Ostmeier und Suter, 1989] beschreiben und eine Auswertung von mindestens
sechs Gesichtsfeldern in 400-facher Vergroferung empfehlen, um Reproduzierbarkeit zu

gewdhrleisten [Li et al., 2000].

Eine Erweiterung zu den bisherigen Untersuchungen zur Proliferation melanozytirer
Zellen in der Differenzialdiagnose Naevus Spitz vs. malignes Melanom liegt in der
gesonderten Erfassung sogenannter ,,spitzoider* maligner Melanome.

In der zugénglichen Literatur wurde bisher nur das Proliferationsverhalten von Naevus
Spitz und malignem Melanom verglichen. Das eigentliche diagnostische Problem fiir den
Histopathologen stellt aber gerade die Grauzone zwischen Naevus Spitz imitierenden

Melanom und Melanom imitierenden Naevus Spitz dar.

In dieser Arbeit wurden ,spitzoide* maligne Melanome, ausgewihlt nach histo-
pathologischen Kriterien (sieche Befundungsbogen im Anhang), und Naevi Spitz getrennt
von anderen primir malignen Melanomen betrachtet, um die kritische Grauzone benigner
und maligner Lésionen anhand morphologischer, immunhistochemischer Zusatzkriterien
aufzuhellen und besser differenzieren zu konnen.

Wie auch in anderen Studien zuvor =zeigt sich ein deutlicher Unterschied im
Proliferationsverhalten zwischen Naevus Spitz und malignen Melanom [Bergmann et al.,
2001; Rudolph et al., 1997; Li et al., 2000].

Es ldsst sich mit den Box-Plots 1, 2 und 3 (Seiten 38-39) graphisch anschaulich zeigen,
dass generell die Gruppe der malignen Melanome im Vergleich zur Gruppe der Naevi
Spitz, aber auch der ,,spitzoiden malignen Melanome hdhere Proliferationsraten aufweist.
Der t-Test unabhingiger Stichproben zeigte zudem einen signifikanten Unterschied
zwischen Naevus Spitz und malignem Melanom.

Naevus Spitz und ,,spitzoides” malignes Melanom hingegen unterscheiden sich trotz
unterschiedlicher Dignitdit kaum beziiglich quantitativer Proliferation. Ein t-Test
unabhingiger Stichproben zeigte hierbei keinen signifikanten Unterschied zwischen
Naevus Spitz und ,,spitzoidem® malignen Melanom.

Interessanterweise unterscheiden sich jedoch unsere ermittelten Proliferationsraten,
insbesondere fiir Naevi Spitz, von ermittelten Proliferationsraten in anderen Arbeiten.
Wiéhrend wir bei Naevi Spitz vom junktionalen Typ fiir durchschnittliche
Proliferationsraten einen Mittelwert von 11,21% sowie fiir Naevi Spitz vom Compound-

Typ einen Mittelwert von 7,73% ermittelten, lagen entsprechende Werte in anderen

-72 -



Arbeiten in einem Bereich um 5% [Bergmann et al., 2001; Sparrow et al., 1998; Kaleem et
al. 2000; Kanter-Lewensohn et al, 1997; Rudolph et al., 1997].

Beziiglich der hier ermittelten Proliferationsraten maligner Melanome und entsprechender
Proliferationsraten fiir maligne Melanome in anderen Arbeiten gibt es jedoch kaum
Unterschiede.

Aufgrund ihrer Ergebnisse sehen Rudolph et al bei 5% durchschnittlicher quantitativer
Proliferation einen Grenzwert, bei dessen Uberschreitung ein Indikator fiir Malignitit
gegeben ist [Rudolph et al., 1997].

Die in dieser Arbeit ermittelten Proliferationsraten widersprechen den von Rudolph et al
beschriebenen Grenzwert von 5% als Indikator fiir Malignitéit. Nach diesen Daten muB ein
etwaiger Grenzwert hoher als 5% gesetzt werden, wenn nicht sogar die Frage gestellt
werden mufl, ob es in der speziellen Differentialdiagnose melanozytirer Tumoren, ins-
besondere Naevus Spitz vs. ,,spitzoides” malignes Melanom, iiberhaupt einen Grenzwert
fiir Proliferationsraten gibt, der als Indikator fiir Malignitét gelten kann und darf.

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass generell die Proliferationsraten von ,,spitzoiden*
malignen Melanomen eher den Proliferationsraten der Naevi Spitz als denen der anderen
primdr malignen Melanome entsprechen.

Bei der zonalen Betrachtung der Proliferationsraten wurde sich in dieser Arbeit, wie im
Teil Material und Methoden erwéhnt, auf die Einteilung in epidermal (zentral-oberflach-
lich und peripher) und dermal (zentral-tief) beschrénkt.

Sowohl in der Gruppe der Naevi Spitz, der ,,spitzoiden” malignen Melanome und auch der
malignen Melanome lie3 sich kein eindeutiges Proliferationszentrum zeigen.

Bisherige Untersuchungen zur zonalen Proliferationsverteilung zeigten fiir Naevi Spitz und
auch andere melanozytire Naevi hohere Proliferationsraten im epidermalen als dermalen
Bereich [Bergman et al., 2001; Rudolph et al., 1997; Li et al., 2000].

Oben genannte Untersuchungen beschreiben fiir Naevi Spitz und andere melanozytire
Naevi ein typisches Verteilungsmuster von Proliferation iiber den Gesamttumor. In den
Untersuchungen von Rudolph et al. nimmt bei 65% der untersuchten Naevi Spitz die
Proliferationsrate von epidermal nach dermal graduell ab. Rudolph verwendete allerdings
einen anderen Klon, Ki-S5, fiir seine Untersuchung.

Unsere Ergebnisse bestdtigen diese Aussagen nur zum Teil. Durch den in dieser Arbeit
durchgefiihrten paarweisen Vergleich der Bereiche beim Naevus Spitz mittels
verbundenem t-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied fiir seitliche epidermale

(peripher) gegeniiber dermalen (zentral-tief) Bereichen. Der paarweise Vergleich der
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Bereiche zentral-oberflachlich (epidermal) und zentral-tief (dermal) konnte diesen zonalen
Proliferationsunterschied jedoch nicht wiederspiegeln.

Li und Rudolph sehen in diesem zonalen Proliferationsverhalten der Naevi Spitz einen
Wegweiser zur Dignitdtsbestimmung: Niedrige Proliferationsrate plus entsprechendes
zonales Proliferationsverhalten spricht nach diesen Autoren fiir einen benignen Prozef3 und
somit fiir einen Naevus Spitz. Das zonale Proliferationsverhalten der Naevi Spitz spiegelt
das morphologische Korrelat der Maturation melanozytirer Zellen zur Tiefe hin wieder [Li
et al., 2000; Rudolph et al., 1997].

Der auch in dieser Arbeit signifikante Unterschied zwischen peripher und zentral-tief
konnte sicherlich gut mit dem fiir den Naevus Spitz charakteristischem morphologischen
Kriterium der Maturation zur Tiefe zusammenhidngen. Dennoch konnen wir aufgrund
unserer Messergebnisse zur zonalen Proliferation bei Naevi Spitz, insbesondere im
zentralen Bereich des Tumors, kein fiir den Tumor typisches zonales Proliferations-

verhalten erkennen und somit auch kein diagnostisches Zusatzkriterium bestétigen.

Bei der zonalen Betrachtung der Proliferationraten des malignen Melanoms lieBen sich
anhand der Messergebnisse leicht hohere Proliferationsraten im epidermalen als im
dermalen Bereich zeigen, wobei eine Abnahme zur Tiefe zu erkennen war. Dies entspricht
den Ergebnissen von Li et al., die ebenfalls hohere Proliferationsraten fiir das maligne
Melanom epidermal gegeniiber dermal beschreiben [Li et al., 2000].

Rudolph et al. [1997] sehen hingegen bei malignen Melanomen, insbesondere vom Clark
Level III und IV, die Mehrzahl der proliferierenden Melanozyten im Bereich der Dermis,
konzentriert an der invasiven Grenze des Tumors.

Anhand des paarweisen Vergleichs der Bereiche fiir das maligne Melanom zeigt sich in
dieser Arbeit nur fiir die Bereiche peripher und zentral-tief ein signifikanter Unterschied.
Die Bereiche zentral-oberfldchlich und zentral-tief zeigen hingegen keinen signifikanten
Unterschied beziiglich durchschnittlicher Proliferationsraten. Insbesondere im zentralen
Bereich des malignen Melanoms zeigen unsere Messergebnisse somit ein eher homogenes
Proliferationsverhalten, mit leichter Abnahme der Proliferationsrate zur Tiefe hin, und
konnen die Aussage von Rudolph et al. [1997] nicht bestétigen.

Li et al. sehen beim Vergleich der zonalen Proliferationsraten fiir Naevus Spitz und
malignes Melanom eine deutlichere Abnahme der Proliferation des Naevus Spitz zur Tiefe

als es beim malignen Melanom der Fall ist, welches wie oben bereits erwdhnt das
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morphologische Korrelat der Maturation fiir den Naevus Spitz wiederspiegelt [Li et al.,

2000].

Das ,,spitzoide maligne Melanom zeigt nach unseren Messergebnissen fiir zonale
Proliferationsraten kein Proliferationszentrum.

Beim paarweisen Vergleich der Bereiche mittels verbundenen t-Test zeigte sich fiir das
»spitzoide* maligne Melanom kein signifikanter Unterschied der Bereiche.

Aufgrund seiner Eingruppierung zu malignen Melanomen hétte nach Rudolph et al. das
»Spitzoide® maligne Melanom dermal und im Bereich der Invasionszone die hdchste
Proliferationsrate aufweisen miissen. Nach unseren Messergebnissen befinden sich jedoch
hohere Proliferationsraten epidermal als dermal. Dies entspricht unseren und den Ergeb-
nissen von Li et al.[2000] sowie Bergman et al.[2001] fiir Naevi Spitz. Betrachtet man
unsere zonalen Proliferationsraten so fillt auf, dass nach dermal (zentral-tief) die
Proliferationsraten zumeist abnehmen. Nach Li et al. [2000] und Bergman et al.[2001]
spricht eine signifikante Abnahme fiir einen Naevus Spitz, welche das Charakteristikum
der Maturation wiederspiegelt. Geringe oder nicht signifikante Abnahme der
Proliferationsraten zur Tiefe sprechen ihrer Ansicht eher fiir ein malignes Melanom.
Unsere eigenen Messergebnisse lieBen den Zusammenhang zwischen der Abnahme von
Proliferationsraten zur Tiefe und dem histologischen Charakteristikum der Maturation
beim Naevus Spitz nur bedingt zu.

Es scheint, als ob das ,spitzoide* maligne Melanom, neben der Betrachtung durch-
schnittlicher, maximaler und minimaler Proliferationsraten auch in der Betrachtung zonaler
Proliferationraten eher einem Naevus Spitz gleicht als einem malignen Melanom.

Nimmt man die Aussagen von Bergman et al. [2001] und Li et al. [2000], so bestdtigen
unsere nicht signifikanten Ergebnisse im verbunden T-Test fiir zonale Proliferation beim
,»Spitzoidem* malignem Melanom eher dem malignem Charakter dieser Tumorform.

Nach unseren Ergebnissen kann zonales Proliferationsverhalten dennoch nicht zur Unter-
scheidung eines Naevus Spitz von einem ,spitzoidem™ malignen Melanom dienen.
Vielmehr fiihrt das Einbeziechen von zonalen Proliferationsverhalten in die
Dignitatsbestimmung, vorgeschlagen von Rudolph et al. [1997], Li et al. [2000] oder auch
Bergman et al. [2001], bei der Fragestellung Naevus Spitz vs. ,spitzoides* malignes

Melanom unseres Erachtens eher zu Fehldiagnosen.
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In  mehreren Untersuchungen wurden schon der Zusammenhang zwischen
durchschnittlicher Proliferationsrate und der Tumordicke nach Breslow fiir das maligne
Melanom diskutiert. Es wird eine Korrelation proliferativer Aktivitit mit der Tumordicke
nach Breslow und dem Clark-Level beim malignen Melanom [Moretti et al., 2001;
Kaudewitz et al, 1989] beschrieben und eine prognostische Wertigkeit proliferativer
Aktivitit aufgrund positiver Korrelation zur Tumordicke und metastatischer Dissemination
diskutiert [Sparrow et al., 1998; Boni et al., 1996; Ramsay et al., 1995; Henrique et al.,
20001].

Sparrow et al. beschreiben nach ihren Untersuchungsergebnissen eine niedrige Ki-67
Proliferationsrate in benignen melanozytiren Lédsionen, ein progressives Ansteigen dieser
Proliferationsrate bei primir malignen Melanomen mit Tumorinvasion und hdochste
Proliferationsraten bei metastatischen Melanomen [Sparrow et al., 1998]. Diese Ergebnisse
und Aussagen bestitigen Resultate anderer Untersuchungsergebnisse mit Proliferations-
markern [Kahn, 1993; Gelschleichter et al., 1995; Saenz-Santamaria et al., 1994].

Obwohl es uniiblich ist, bei benignen melanozytiren Tumoren die Tumordicke zu
bestimmen, haben wir trotzdem die Tumordicke nach Breslow bei unseren Naevi Spitz
bestimmt, um eine Korrelation zur Proliferationsrate erstellen zu konnen. Mit den von uns
ermittelten Proliferationsraten konnte jedoch keine positive Korrelation zur Tumordicke
nach Breslow sowohl fiir Naevi Spitz, ,spitzoide® maligne Melanome und maligne
Melanome gezeigt werden (Abbildung 9: Scatterplot auf Seite 59). Dies kann jedoch an der
geringen Anzahl untersuchter Tumoren liegen, insbesondere ,,spitzoider” maligner
Melanome und maligner Melanome. Auch der Versuch, die einzelnen Proliferationsraten
der drei unterschiedliche Zonen (zentral-oberflachlich, zentral-tief und peripher) bei
jeweils Naevi Spitz, ,,spitzoiden” malignen Melanomen und malignen Melanomen mit der
Tumordicke nach Breslow zu korrelieren, konnte bis auf den Bereich peripher des
malignen Melanoms keine postive Korrelation zeigen. Trotz der geringen Anzahl
betrachteter Tumoren sehen wir in der Proliferationsrate aufgrund negativer Korrelation
zur Tumordicke, insbesondere flir den Naevus Spitz und das ,spitzoide” maligne
Melanom, keinen Prognosefaktor oder diagnostisches Zusatzkriterium.

Die in dieser Arbeit zusétzlich durchgefiihrten Analysen beziiglich des Alters der Patienten

ergibt darliberhinaus keine neuen Erkenntnisse.

-76 -



Es stellt sich weiterhin die Frage, wie ein benigner Naevus Spitz und ein ,,spitzoides*
malignes Melanom sicher voneinander unterschieden werden konnen. Betrachtet man die
erhobenen Daten von Proliferationsraten dieser Arbeit, so findet sich ein ,,spitzoides*
malignes Melanom eher im Bereich der benignen Naevi Spitz als der malignen Melanome.
Untersuchungen der letzten Jahre haben das maligne Potenzial ,,spitzoider maligner
Melanome gezeigt [Strojan und Lamovec, 2000; Kogut et al., 2000; Mones und Ackerman,
2003]. Das maligne Potenzial ,,spitzoider” maligner Melanome scheint sich jedoch von
dem anderer maligner Melanome zu unterscheiden.

Berichte iiber ,,spitzoide* maligne Melanome oder Melanome der Kindheit weisen immer
wieder einen relativ langsam progredienten Verlauf nach: Erst nach einem ldngeren
Zeitraum von bis zu mehreren Jahren kommt es zu einer Metastasierung in regionale
Lymphknoten, zu disseminierter Streuung in innere Organe oder in wenigen Féllen auch
zum Tod [Davis, 2000; Neville et al., 2000; Zuckerman et al., 2001].

Dieses Verhalten ,,spitzoider “maligner Melanome und die in dieser Arbeit ermittelten
niedrigen Proliferationsraten sprechen unseres Erachtens dafiir, dass es sich bei diesem
Tumor um ein ,,niedrigmalignes™ Melanom handelt. Diese Hypothese wurde auch kiirzlich
von Cerroni gedullert, der wegen des vergleichsweise verzogerten Eintretens einer
Metastasierung bei ,,spitzoiden* malignen Melanomen einen potentiell niedrigmalignen
Tumor annimmt [Cerroni, 12th Congress of EADV 2003, Barcelona, C3-10, personliche
Mitteilung; Cerroni, 2004].

Das Modell eines ,,niedrigmalignen® ,,spitzoiden” Melanoms koénnte an andere Modelle
von Neoplasien ankniipfen, so zum Beispiel am Mammakarzinom, Prostatakarzinom oder
auch Osophaguskarzinom.

Da es zurzeit keine Kriterien gibt, ein ,spitzoides* malignes (vielleicht auch niedrig-
malignes) Melanom von einem Naevus Spitz zu differenzieren und auch unsere Daten mit
anndhernd gleichen Proliferationsraten beider Tumore keine Differenzierung zulassen,
sollte iiber ein grundsétzliches Screening-Programm fiir Patienten mit Naevus Spitz
nachgedacht werden. Voraussetzung wiére eine genaue Bestimmung der Proliferationsrate,
zum Beispiel mit Hilfe der hier vorgestellten Doppelfarbung. Patienten mit einer sehr
niedrigen Proliferationsrate bei histologisch diagnostiziertem Naevus Spitz sollten
lediglich weitmaschige Kontrolluntersuchungen empfohlen werden. Patienten mit Naevi
Spitz mit hoher Proliferationsrate sollten unseres Erachtens in ein deutlich engeres und

umfangreichers Screeningprogramm aufgenommen werden, da hier ein hoheres Potential
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fiir eine Metastasierung zu bestehen scheint. Diese Screeningprogramme miissten, wegen
des offenbar lingeren Zeitintervalls der Metastasierung ,,spitzoider” maligner Melanome,
mehrere Jahre umfassen, dies umso mehr und engmaschiger, wenn aufgrund histologischer
Kfriterien ein ,,spitzoides* malignes Melanom diagnostiziert wurde.

Nach unserer Auffassung ist das Potenzial immunhistochemischer Untersuchungen,
insbesondere fiir Proliferationsverhalten, in der Differentialdiagnose Naevus Spitz vs.
»Spitzoides® malignes Melanom mit den derzeit verfligbaren Antikorpern praktisch
erschopft.

Neue Methoden, die einen Einblick in dass Genom der Zellen gewéhren, bestimmen
derzeitige Forschungsbestrebungen in dieser Differentialdiagnose und lieferten bereits
vielversprechende Ergebnisse. Bastian et al. konnten eine chromosomale Aberration am
kurzen Arm von Chromosom 11 fiir Naevi Spitz zeigen. Alle 132 untersuchten malignen
Melanome wiesen diese chromosomale Abberation nicht auf [Bastian et al., 2003]. Jiingste
Ergebnisse von Palmedo et al. konnten eine fehlende Punktmutationen T1796A im BRAF-
Gen bei Naevi Spitz nachweisen, die bei den untersuchten malignen Melanomen
vorhanden war. ,,Spitzoide” maligne Melanome wiesen hingegen nur in Einzelféllen diese

Mutation im BRAF Gen auf [Palmedo et al., 2004].
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5. Zusammenfassung:

In dieser Arbeit wurde die Wertigkeit von Proliferationsraten in der Differentialdiagnose
Naevus Spitz vs. ,,spitzoides* malignes Melanom untersucht. Hierfiir wurde eine spezielle
Doppelfirbung mit den immunhistochemischen Markern Anti-Vimentin und Ki-67
entwickelt. Durch diese neue Doppelfiarbung war eine bessere Differenzierung zwischen
proliferierenden Keratinozyten und proliferierenden Melanozyten moglich und somit eine
genauere Erfassung von Proliferationsraten gegeben.

Die Ergebnisse zeigen, dass es bei der Betrachtung der Proliferationsraten nur geringfiigige
Unterschiede zwischen Naevi Spitz und ,,spitzoiden* malignen Melanomen, sowohl fiir
durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten als auch fiir die einzelnen
Bereiche innerhalb der Tumoren, gibt.

Das maligne Melanom hingegen unterscheidet sich deutlich in seinen Proliferationsraten,
sowohl fir durchschnittliche, maximale und minimale Proliferationsraten als auch fiir die
einzelnen Bereiche innerhalb der Tumoren, von Naevi Spitz und ,,spitzoiden* malignen
Melanomen.

Nach unseren Ergebnissen kann die Proliferationsrate in der Differentialdiagnose Naevus
Spitz vs. ,,spitzoides* malignes Melanom keinen eindeutigen Hinweis auf die Dignitét des
Tumors geben. Allerdings konnen unsere Untersuchungen die kiirzlich geédulerte
Hypothese stiitzen, dass es sich beim ,spitzoidem* malignen Melanom um ein
»hiedrigmalignes Melanom* handelt. Auch stellt sich nach den Ergebnissen dieser Arbeit
die Frage, ob die Proliferationsrate iiberhaupt als Kriterium bei der schwierigen
histopathologischen Differenzialdiagnose Naevus Spitz vs. ,spitzoides” malignes
Melanom mit einbezogen werden sollte, da aufgrund der hier ermittleten
Proliferationsraten keine Differenzierung dieser beiden Tumoren moglich war.
Proliferationsraten und Tumordicke der Tumoren korrelierten in dieser Untersuchung nicht

miteinander und die Erfassung des Alters der Patienten brachte keine neuen Erkenntnisse.
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7. Anhang

7.1 Histologischer Begutachtungsbogen

Histologischer Befund:

Priparate Nr.:

Symmetrie

Begrenzung scharf

Maturation

vorhanden

Epiderm.Hyperplasie

vorhanden

Hypergranulose

vorhanden

kompakte Hyper-

keratose vorhanden

Nester vorhanden

Keine FEinzelzellen

suprabasal

Keine Einzelzellen

junktional

Spaltbildung um

Nester vorhanden

viele Spindelzellen

viele epitheloide Zellen

Asymmetrie

Begrenzung unscharf

Maturation
fehlend

Epiderm.Hyperplasie

fehlend

Hypergranulose
fehlend

Hyperkeratose
fehlend

Nester fehlend

Wenig Einzelzellen
suprabasal

Wenig Einzelzellen
junktional

Spaltbildung um
Nester fehlend

nicht beurteilbar

unklar

Viele Einzelzellen

suprabasal

Viele Einzelzellen

junktional

vereinzelt Spindelz.

vereinzelt
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Keine Spindelzellen

keine epith.Zellen




viele Riesenzellen

keine stark atyp. Zellen

viele Kamino Bodies

keine Mitosen

Dermis:

Viele Nester

keine Einzelzellen

»Sheet“-artiges Wachstum
nicht vorhanden

Entziindung
fleckformig

vereinzelt keine Riesenzellen
vereinzelt viele atyp. Zellen
vereinzelt keine Kamino Bodies
vereinzelt viele Mitosen
vereinzelt Nester keine Nester
vereinzelt viele Einzelzellen

»Sheet“-artiges Wachstum
vorhanden

Entziindung Entziindung
keine bandartig
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7.2 Histologische Bilder: HE und Doppelfirbung MIB-I/Vimentin

2 &)
NI oWE N L U eFeI2ER 2%

Naevus Spitz vom junktionalen Typ (7433/99):

Domférmig, symmetrisch aufgebauter und zu beiden Seiten scharf begrenzter Tumor mit
epidermaler Hyperplasie, Hypergranulose. Ndvoide Zellelemente ausschlieBlich junktional.
(HE x20)

Naevus Spitz vom junktionalen Typ (7433/99):

AusschnittsvergroBBerung mit Darstellung spindeligen und epitheloiden in Nestern
angeordneten Melanozyten nicht nur rein basal sondern auch in héheren Epithelschichten.
(HE x100)
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Naevus Spitz vom junktionalen Typ (7433/99):
Immunhistochemische Doppelfarbung MIB-I/Vimentin; Darstellung der Melanozyten,
sowohl Einzelzellen als auch Nester. (MIB-I/Vimentin x20)

) S a R e N
Naevus Spitz vom junktionalen Typ (7433/99):

Doppelfarbung MIB-I/Vimentin; Darstellung von proliferierenden Melanozyten und auch

Keratinozyten.

-89 -



Naevus Spitz vom Compound-Typ (9788/99):

Scharf begrenzter und symmetrisch aufgebauter melanozytarer Tumor (HE x20)

Naevus Spitz vom Compound-Typ (9788/99):

Spindelférmige, fischzugartig in Nestern angeordnete Melanozyten. Nachweis eines

Kamino-Bodys (Stern). (HE x200).
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g

Naevus Spitz vom Compound-Typ (9788/99):

Ubersichtsvergréferung (MIB-1/Vimentin x20)

Naevus Spitz vom Compound-Typ (9788/99):
Ausschnittsvergroflerung der in Nestern angeordneten Melanozyten, vereinzelt Nachweis

proliferierender Melanozyten (MIB-I/Vimentin x100).
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»Spitzoides* malignes Melanom (11362/00):

Relativ scharf begrenzter und symmetrisch aufgebauter melanozytirer Tumor. (HE x20)

»Spitzoides malignes Melanom (11362/00):

Angedeutet sheet-artiges Wachstum der Melanozyten bis dicht unter die obersten
Epidermislagen. (HE x40)
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»Spitzoides malignes Melanom (11362/00):

Detailauftnahme mit Darstellung von Zellpleomorphie, Zellkernatypien und vereinzelten

Mitosen (HE x200).

»Spitzoides malignes Melanom (11362/00):
UbersichtsvergoBerung und Darstellung sheet-artigen Wachstums der Melanozyten

(MIB-I/Vimentin x20)
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»Spitzoides malignes Melanom (11362/00):
Detailaufnahme mit Darstellung vereinzelter proliferierender Melanozyten bei sheet-
artigem Wachstum. Nachweis von Zellpleomorphie. Geringe Anzahl proliferierender

Melanozyten (MIB-I/Vimentin x200).

»Spitzoides™ malignes Melanom (14824/00):

Scharf begrenzter, symmetrisch aufgebauter melanozytarer Tumor mit architektonischen

Merkmalen eines Naevus Spitz. (HE x20)

-94 -



»Spitzoides malignes Melanom (14824/00):
AusschnittsvergroBerung mit Darstellung epitheloider bis spindelférmiger Melanozyten
vornehmlich in Nestern angeordnet, zum Teil auch aufsteigende Einzelzellen erkennbar.

Zusitzliches Konfluieren der Nester. (HE x100)

»Spitzoides malignes Melanom (14824/00):

Detailaufnahme mit Darstellung von Zellpleomorphie, Zellatypien und vereinzelt

aufsteigenden Melanozyten (HE x200).
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T (.7 cmal s 8000, &
»Spitzoides* malignes Melanom (14824/00):
UbersichtsvergroBerung (MIB-1/Vimentin x20).

»Spitzoides malignes Melanom (14824/00):

AusschnittsvergroBerung mit Darstellung angefarbter Melanozyten und einer Vielzahl

aufsteigender Melanozyten in hohere Epidermisschichten (MIB-I/Vimentin x100)
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»Spitzoides malignes Melanom (14824/00):
Vimentin-positive Melanozyten, die in hohere Epidermisschichten aufsteigen und die

Epidermis durchsetzen; jedoch nur wenig Proliferation zeigen (MIB-I/Vimentin x200).

Knotig wachsender melanozytirer Tumor (UbersichtsvergroBerung MIB-I/Vimentin x20).
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Malignes Melanom, noduldr (19761/00):
In der AusschnittsvergroBBerung zeigen sich dichtgepackte Nester von Melanozyten mit

erkennbarer gesteigerter proliferativer Aktivitit des Gesamttumors (MIB-I/Vimentin
x100).

Malignes Melanom, nodulir (19761/00):

Detailaufnahme mit Darstellung von Zellatypien, Zellpleomorphie und proliferativer

Aktivitdt der Melanozyten (MIB-I/Vimentin x200).
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